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n„;,ii^-a^.saesi chfirtes Arzneim ittel. enthaltend ein oder mehrere Plasmaderivate 
Die Erfindung betrifft ein Arzneimittel, enthaltend ein oder 
mehrere Plasmaderivate als Wirksubstanz oder Hilfsstoff, quali- 
tatsgesichertes Ausgangsmaterial zur Herstellung solcher Arznei- 
mittel, sowie Verfahren zur Herstellung dieser Arzneimittel. Die 
Erfindmg betrifft ebenso ein Verfahren zur Herstellung von 
qualitatsgesicherten Ausgangsmaterialien, insbesondere quali- 
tatsgesicherten Plasmapools. 

Menschliches Plasma ist als pharmazeutisches PrSparat bzw. als 
Ausgangsmaterial zur Herstellung von Plasmaderivaten von auBer- 
ordentlicher klinischer Bedeutung, insbesondere zur Substxtutx- 
onstherapie bei angeborenem oder erworbenen Mangel an Plasmakom- 
ponenten. Bei der Verwendung von menschlichen Plasma ist aber 
darauf zu achten, daB keine infektibsen Agentien enthalten sind, 
die mit dem pharmazeutischen Praparat bzw. mit den Plasmaderiva- 
ten Ubertragen warden k5nnen. Zu den mSglicherweise im Blut vor- 
kommenden infektiOsen Agentien zahlen vor allem Viren, die durch 
Blut ubertragbar sind (haematogene Viren), z.B. Hl-Viren oder 
Hepatitisviren (Hepatitis A, B, C oder non-A-non-B ) , aber auch 
Parvovirus . 

Aufgrund des groBen Bedarfs an Arzneimitteln enthaltend Plas- 
maderivate ist die ekonomische Herstellung dieser Arzneimittel 
nur im industriellen MaBstab moglich. 

Plasma wird von Spendern erhalten und zur Herstellung von phar- 
mazeutischen Praparaten gepoolt. Die GrttBe eines Ublichen Pools 
betragt etwa 2000-6000 Einzelplasmaspenden. Dabei besteht das 
Risiko, daB durch eine einzelne virus-kontaminierte Plasmaspende 
der gesamte Plasmapool kontaminiert wird. 

Obwohl es bereits gegen Ende der ersten Haifte des 20. Jahrhun- 
derts gelungen war, menschliches Albumin durch Erhitzen zu einem 
virussicheren Praparat zu machen, war dies bei alien anderen aus 
Plasma gewinnbaren Arzneimitteln wegen ihrer Empf indlichkeit ge- 
geniiber Hitze zunachst nicht mOglich. Bis heute sind bei millio- 
nenfacher Anwendung von adaquat hergestelltem Albumin nie Infek- 
tionen mit beim Menschen im Blut auftretenden Viren vorgekommen. 
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im Gegensatz hierzu wurde bei vielen anderen aus Plasma herge- 
stellten Arzneimitteln inuner wieder iiber Virusinfektionen, insbe- 
sondere mit Hepatitisviren, berichtel: und seit: den 8G-iger Jahren 
im groBen Umfang auch fiber Infektionen mit Aids-Virus. 

Um 1980 warden erstmals bei entsprechend stabilisierten Faktor 
VIII-Konzentraten Hitzebehandlungen durchgefUhrt, mit der Absicht, 
hierdurch Inaktivierungen von viruskontaminanten zu erreichen. 
zunachst muflte aber ein groBer Verlust an Faktor VIII-Aktivitat in 
Kauf genommen werden bzw. blieb das tatsachliche inaktivierungspo- 
tential zunSchst unbekannt. 

Durch verbesserung der Hitzeinaktivierungsverf ahren und anderen 
neuen inaktivierungsverfahren konnten schlieBlich Arzneimxttel aus 
Plasma hergestellt werden, die in den meisten Fallen zu keinen 
Virusinfektionen beim Empfanger fiihrten. Hand in Hand mit dieser 
Entwicklung ging auch die Verbesserung der Spender- und Spenden- 
auswahl mit der Zielrichtung, jene Spender und Spenden auszu- 
schlieBen, bei denen der Verdacht einer Viramie und damit eines 
virushaitigen Plasmas bestand. 

seit langerer Zeit wird entweder durch Antigennachweis oder durch 
AntikOrpemachwels von bzw. gegen ein bestimmtes Virus im Blut 
versucht, solche Spenden, die ein positives Ergebnis liefem, aus- 
zuschlieBen und sie nicht in einen grOfieren Plasmapool einzubrxn- 
gen, der als Ausgangsmaterial fUr die Herstellung von Blutproduk- 
ten dienen soli, Bei Einzelspendem, die in alien Untersuchungen 
keine Krankheitssymptome oder pathologische Untersuchungsergeb- 
nisse aufweisen, trotzdem aber bestimnte Viren in ihrem Blut soger 
in hoher Konzentration fiber langere Zeitraume beherbergen kttnnen, 
kann nunmehr das Auftreten solcher VirSmien durch ein bestimmtes 
Virus mit Hilfe eiher Amplif ikationsmethode eindeutig nachgewiesen 
werden. 

Durch das Poolen von Plasmaeinheiten wird zwar naturgemaB eine 
einzelne mit Viren kontaminierte Plasmaspende verdunnt, der Nach- 
weis von viralen Genomsequenzen mit Hilfe von Amplifikationsreak- 
tionen ist aber so empfindlich, daB selbst in den Verdfinnungen 
Virusgenome bzw. deren Sequenzen eindeutig bestimmbar sind und 
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falls sie, wie oben erwShnt, unter eine bestinunte Bestimmbarkeits- 
grenze fallen, dann nicht mehr eine klinische Relevant im Sinne 
der MOglichkeit einer Infektion aufweisen. 

Die EG-Richtlinie gemSB dem "EEC Regulatory Document Note for 
Guidance", Guidelines for Medicinal Products Derived from Human 
Blood and Plasma (Biologlcals 1992, 20: 159-164) schlftgt ein Qua- 
litatssicherheitssystem zur Kontrolle der Plasmaspender bzw. Plas- 
maspenden vor. Demnach muB jede Plasmaspende mit validierten Tests 
auf die Abwesenhelt von Virus-Markem, wie Hepatitis-B Antigen, 
HlV-1- und HlV-2-Antikerpem untersucht werden, da diese indikativ 
far eine entsprechende virale Infektion des Plasmaspenders sind. 
Tests zum AusschluB Bestimmung einer Hepatitis C-Infektion sollen 
gleichfalls vorgenommen werden. 

GemaB der europSischen Pharmacopoeia ist beschrieben, daB 
spezielle Tests zur Bestimmung von Hepatitis B-Oberf ISchenantigen, 
far Hepatitis c-Virus-Antik6rper und fUr HIV-AntikOrper an jeder 
Spende durchgefUhrt werden sollen. (European Pharmacopoeia, 2. 
Ausgabe, Teil II, 1994, Seiten 853 bis 853-4). 

Eine FDA-Richtlinie vom 14.3.1995 sieht die PCR-Testung an einem 
Endprodukt (Immunglobulin-Produkt) als zusStzlichen Sicherheits- 
faktor vor. 

Trotz der vorgeschlagenen Tests wird in der EG-Richtlinie betont, 
daB die Sicherheit von einzelnen Plasmaspenden nur durch eine 
Kontrolle dieser Virus-Marker nicht ausreichend ist. Auch wenn die 
Abwesenheit der genannten Marker in einer Plasmaprobe bestatigt 
wird ist eine Virttmie des Spenders nicht auszuschliefien. Virale 
Antigene und entsprechende Antikfirper sind nSmlich nicht sofort 
nach der Infektion nachweisbar, die ersten Marker fUr eine virale 
infektion treten oft erst nach Wochen oder Monaten nach dem Kon- 
takt mit infektiOsem Material auf. Dieser kritische Zeitraum nach 
infektion und vor dem Auftreten von AntikOrpem wird allgemein als 
"Window-Periode- bezeichnet. Der Zeitpunkt nach Infektion, bex dem 
die ersten viralen Marker nachweisbar sind, ist jedoch von Virus 
zu Virus verschieden. 
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DarUberhinaus wurde auch bekannt, daB fttr manche aus Plasma her- 
gestellte Arzneimittel es im Rahmen des Herstel lungs verfahrens zu 
einer Abrelcherung bzw. Inaktivierung von Viren kommt und solche 
Produkte von sich aus in hohem AusmaB virussicher sind. 

Obwohl Virusinaktivlerungen von Plasmaderivaten im industriellen 
Ausmafl auBerst erfolgreich durchgefOhrt wurden/ kam es in seltenen 
Fallen trotzdem zu Obertragungen haematogener Viren wie AIDS, 
Hepatitis A, B, C-Virus, wodurch angenommen werden mu6, daB Her- 
steller trotz Anwendung einer gleichbleibenden Herstellungsmethode 
bei einigen wenigen Herstellungschargen viruskontaminierte Pro- 
dukte erzeugten (Lancet 340, 305-306 (1992); MMWR 43 (28), 505-509 
(1994); Thromb.Haemost. 68, 781 (1992). Die Ursache dafUr ist 
wahrscheinlich in einer von tibermSBigen Kontamination bestimmter 
Ausgangschargen zu suchen. Da bei der Gewinnung des Plasmas nur 
indirekte Methoden zum AusschluB von viruskontaminierten Plasma- 
spenden zur VerfUgung stehen und besteht die MOglichkeit, dafl das 
Ausgangsmaterial so stark kontaminiert ist, daB die ansonsten 
erfolgreich anwendbaren Virusinaktivierungs- und Virusabreiche- 
rungsmethoden nicht mehr genUgen, um virussichere Endprodukte her- 
zustellen. 

Die menschliche infektiOse Dosis ist ftlr HIV, HCV und HBV nicht 
bekannt und derzeit nicht bestimmbar. Die Bestimmung der infekti6- 
sen Dosis in Gewebekulturen (TCIDjo: tissue culture infectious 
dose) Oder im Tiermodell (CID50: chimpanzee infectious dose) gibt 
daher nur eine AnnSherung der humanen infektiOsen Dosis an. Dazu 
kommt noch, daB in einigen Fallen Menschen trotz einer Exposition 
mit HIV, HCV Oder HBV nicht infiziert werden. Eine humane infek- 
tittse Dosis eines solchen Virus ist daher nicht unbedingt infek- 
tiOs. 

Platak et al. (Science 1993, 259:1749-1754) ermittelten die TCID.o 
von HIV mit 1 TCIDjo/lO* Kopien HIV RNA. Shiroizu, Y.K. et al. 
(PNAS. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90: 6037-6041) bestimmten die 
CID.. eines HCV-Stammes mit 1 CID50/I Kopie RNA. 



Von Eder et al. (The Role of the Chimpanzee in Research, Symp. 
Vienna 1992, 156-165) konnte gezeigt werden, daB 20 Kopien HBV 
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DNA/ml Plasma einer CID^^ von 1 entsprechen. 

Es ist bei einem Plasmapool Oder anderen Plasmaausgangsmaterialien 
insbesondere darauf zu achten, daS die Virusbelastung so gering 
wie m<Jgli£3h ist, sodaB gegebenenfalls durch zusStzliche Virusin- 
aktivierungsschritte bzw. Maflnahmen zur Abreicherung von Viren die 
Virusbelastung zumindest auf unterhalb der infektittsen Dosis ge- 
senkt werden kann. WUnschenswert ware eine Virusbelastung in einem 
Ausgangsmaterial, bei der die Kopienzahl der viralen NukleinsSure 
schon unterhalb der infektittsen Dosis ftir Schimpansen liegt. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Arznei- 
mittel enthaltend ein oder mehrere Plasmaderivate zur Verfiigung zu 
stellen, welches die Gefahr der Kontamination niit vermehrungs- 
ftthigen haematogenen Viren aufgrund von ObermaBiger Kontamination 
bestimmter Ausgangschargen nicht mehr aufweisen kann. 

Dabei besteht die engere Aufgabe darin, ein qualitatsgesichertes 
Ausgangsmaterial oder- Zwischenprodukt zur VerfUgung zu stellen, 
deren Virusbelastung einen vorgegebenen HOchstwert nicht Uber- 
schreiten darf . 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaS gelOst durch ein Arzneimittel 
enthaltend ein oder mehrere Plasmaderivate als Wirksubstanz oder 
Hilfsstoff , bei welchem das Ausgangsmaterial oder die bei der 
Herstellung der Plasmaderivate anfallenden Zwischenprodukte keine 
Oder eine einen def inierten Grenzwert nicht iiberschreitende 
Virusbelastung an einem oder mehreren vermehriingsf ahigen 
haematogenen Viren aufweist, 

wobei die nicht vorhahdene Virusbelastung fUr bestimmte 
vermehrungsfahige haematogene Viren durch einen UberschuS von 
virusneutralisierenden Antikorpern im Ausgangsmaterial oder im 
Zwischenprodukt Oder durch eine protektive Immunitat beim 
Plasmaspender zum Zeitpunkt der Plasmaspende festgestellt 
wird, 

anderenfalls die Bestimmung der Genomaquivalente der jeweili- 
gen interessierenden Viren im Ausgangsmaterial oder im Zwi- 
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schenprodukt durch ein quantif izierbares, kontrolliertes und 
nicht-inhibiertes Verfahren zum Nachweis bzw. zur Bestimmung 
von Nukleinsauren erfolgt, 

das solcherai-t qualitatsgesicherte Ausgangsmaterial bzw. Zwischen- 
produkt zur Herstellung des fertigen Plasmaderivats mindesuens 
noch elnem wesentlichen Virusabreicherungs- bzw. Virusinaktivie- 
rungsschrltt \interzogen wird, und das erhaltene qualitatsgesicher- 
te fertige Plasraaderivat mit an sich bekannten Methoden zu einem 
Arzneinittel aufgearbeitet ist. 

Die LOsung der Aufgabe beinhaltet die Feststellung des AusmaBes 
der Kontamination bzw. der Virusbelastung im Ausgangsmaterial, 
welche Virusbelastung durch ein Verfahren zur Inaktivierung Oder 
Abreicherung der Viren nicht mehr eliminiert werden kann. Es wird 
daher das Problem gelOst, in einem Ausgangsmaterial, die poten- 
tielle Viruskontamination festzustellen und jene Ausgangsmateria- 
lien so lange nicht weiter zu verarbeiten bzw. von der Verarbei- 
tung auszuschlieBen, als dieser hohe Kontaminationsgrad besteht. 

DafUr soil jedes verwendete Ausgangsmaterial fUr die Plasmaderi- 
vats und eventuell auch die bei der Herstellung der Plasmaderivate 
anfallenden Zwischenprodukte, die einem Virusabreicherungs- oder 
Virusinaktivier\ingsschritt tinterzogen werden sollen, und fertige 
Plasmaderivate so untersucht und behandelt werden, daB in ge- 
sicherter Weise gewShrleistet wird, daS derartige aus Blutplasma 
hergestellte Arzneimittel auch nicht mehr sporadisch haematogene 
vermehrungsfahige Viren tibertragen konnen. Dabei soil das Aus- 
gangsmaterial mit Hilfe ausgewahlter Amplif ikationstechniken 
untersucht werden, um die obere Grenze einer m5glichen Virusbe- 
lastung far ein Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt festzu- 
stellen, das noch mindestens einem wesentlichen Virusinaktivie- 
rungs- bzw. Virusabreicherungsschritt unterzogen wird, um zu einem 
Arzneimittel zu gelangen, das keine Ubertragung von haematogenen 
Viren zur Folge hat. 

Die bei der Bestimmung der GemonSquivalente zu detektierenden 
Zielnukleinsauren kttnnen durch verschiedene Amplif ikationsverfah- 
ren entsprechend der vorliegenden Erfindung im Blut, im Plasma, im 
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serum oder Plasmafraktionen ampliflziert werden, vorzugswelse 
werden aber die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) bzw. spezielle 
Arten der PCR als Nachweis- bzw. Bestimmungsverfahren elngesetzt. 
Fttr den Nachweis von spezifischen viralen Genomseguenzen muB der 
AmplifikationsprozeB selektiv far die zu amplifizierende Nuklein- 
sauresequenz sein. Die Amplifikation von Nukleinsfturen in den 
erfindungsgemSBen Plasmapools kann durch eine Reihe von in der 
Literatur beschriebenen Amplif ikationsprozessen erfolgen. 

Die Amplifikation spezifischer viraler Genomseguenzen erfordert 
die Kenntnis des Genoms der einzelnen doch sehr unterschiedlichen 
Viren, urn sie zu vervielfaitigen und detektierbar zu machen. 

Verschiedene Amplifikationsverfahren fUr NukleinsSuren basieren 
auf der PCR. Das PCR-Amplif ikationsverf ahren wurde erstmals 1983 
von Mullis et al. (US 4,683,195 und US 4,683,202) beschrieben. 
Virale Genomseguenzen kOnnen ebenfalls durch "nested PCR" (Mullis 
et al Methods Enzymol. 1987, 155: 335-350) Oder durch RT-PCR 
(Powell, L.M., et al. Cell 1987, 50:831-840; Kawasaki, et al. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988, 85:5698-5702) amplifiziert 
warden. 

FUr die Amplifikation und den Nachweis von RNA muB die RNA erst in 
die DNA transkribiert werden. Dieses Verfahren wird in der WO 
91/09944 unter Verwendung der Reversen-Transkriptase als sogenann- 
te RT-PCR beschrieben. 

Die Analyse der Amplif ikationsprodukte kann durch Verwendung von 
markierten Nukleotiden oder Oligonukleotid-Primern beim Elongatr- 
onsprozeB und der anschlieBenden Hybridisierung oder gelelektro- 
phoretischen Auftrennung der Produkte erfolgen. 

Altemativ-Verfahren zur PCR wurden ebenfalls beschrieben. 

Eines dieser Verfahren zur NukleinsSureamplif ikation ist die LCR 

(Ligase chain reaction) entsprechend der EP 0 320 308, 

EP 0 336 731 und Wu und Wallace (Genomics 1989, 4: 560-569). 

Andere enzymatische Prozesse sind die NASBA (nucleic acid sequence 



wo 96/35437 PCr/AT96/00089 

- 8 - 

based amplification), die 3SR ( self -sustained sequence replica- 
tion) entsprechend EP 0 310 229 und Guatelli, J.C. ct al. (Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 1990, 87: 1874-1878) Oder die TAS (transcrip- 
tion based amplification system) entsprechend EP 0 373 960 und 
Kwoh, D.Y. et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989, 86: 1173- 
1177). in diesen Verfahren wird eine Reihe von Enzymen entweder 
gleichzeitig oder schrittweise bei der Amplifikation verwendet, 
wie z.B. eine DNA-Polymerase oder eine RNA-Polymerase. 

Andere Amplifikationsprozesse basieren auf der Verwendung der 
Replikase des RNA-Bakteriophagen QB entsprechend EP 0 361 983 und 
Lizardi et al. (TIBTECH 1991, 9: 53-58). 

Ein weiteres Verfahren beschreibt die Signal-Amplifikation durch 
verzweigte DNA-Oligonukleotide anstelle der extrahierten Nuklein- 
saure (branched DNA signal amplification) entsprechend Urdea, M.S. 
et al. Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 24 Oxford 1991, Pachl, C.A. 
et al. XXXII Interscience Conference on Antimicrobial Agents and 
Chemotherapy. Anaheim, October 1992 (abstract 1247). 

m der EP 0 590 327 A2 ist ein Analysenverfahren fOr Blutproben 
beschrieben, bei dem die Bestimmung yiraler RNA oder DNA von bei- 
spielsweise Hepatitis C-Virus, HIV oder Hepatitis B-Virus vorgese- 
hen ist. Die Nachweisgrenze fUr einen Test zur Bestimmung von He-- 
patitis B-Virus-Genom betragt 1.500 Kopien (150.000 Kopien/ml), 
wenn die Auswertung elektrophoretisch nach dem Fftrben des Gels er- 
folgt. Die Blutproben sind z.T. getrooknete Blutflecken. Nach er- 
folgter Analyse ist keine weitere Verarbeitung der Proben vorgese- 
hen. 

verfahren zur Herstellung von Hyperimraunglobulin-PrSparaten gegen 
bestimmte Viren gehen von Blut- bzw. Plasma aus, das von Spendern 
stammt, die aktiv immunisiert sind oder eine Erkrankung bereits 
Uberstanden haben und daher eine protektive Immunitat aufweisen. 
Plasmaspender, die gegen pathogene Viren geimpft worden sind, ent- 
halten in ihrem Blut einen entsprechenden Antikfirpertiter . Diese 
AntikOrper sind im Gegensatz zu Antik6rper, die auf eine Viramie 
hinweisen, wie z.B. HIV- AntikOrper, erwUnscht. 
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Das zur Herstellung der erfindungsgemSBen Arzneimittel verwendete 
qualltatsgesicherte Ausgangsraaterial bzw. Zwischenprodukt enthfilt 
also entweder einen (teerschuB von virusneutralisierenden Anti- 
kfirpem gegen ein interessierendes Virus Oder keine nachweisbaren 
Oder unter einem Grenzwert liegende Menge Genome Oder Genoraf rag- 
mente von mfSglicherweise vorkonnnenden haematogenen vermehrungs- 
fShlgen Viren. 

Die Plasmaderivate kOnnen im Arzneimittel sowohl als Wirksubstahz 
als auch als Hilfsstoff enthalten sein. Wirksubstanzen umfassen 
beispielsweise Gerinnungsf aktoren, Immxinglobuline, Fibrinolyse- 
faktoren, Enzym-lnhibitoren oder andere im Plasma vorhandene 
Enzyme bzw. Zymogene, sowle Mischungen davon. Hilfsstoffe umfassen 
Albumin oder andere Stabilisatoren, verschiedene Inhibitoren, 
Cof aktoren, etc. 

Als Ausgangsmaterial ist prinzipiell Jedes Material anzusehen, 
welches am Anfang eines bestimmten Herstellungsprozesses steht, 
beispielsweise ein Plasmapool, ein Kryopoor-Plasma oder eine Cohn 
Il+III-Paste. Eine Reihe von m6glichen Ausgangsraaterialien sind in 
einem Artikel von Heide et al zitiert ("Plasma Protein 
Fractionation" in "The Plasma Proteins", Frank W. Putnam, ed. 
Academic Press New York, San Francisco, London 1977, S. 545-597). 

Zwischenprodukte sind vom Ausgangsmaterial in einem bestimmten 
HerstellungsprozeB abgeleitete Produkte, welche durch die vorge- 
sehenen Herstellungsschritte gewonnen werden, z.B. ein Prothrom- 
binkomplex bei der Herstellung von Faktor IX mit Plasma oder 
Kryopoor-Plasma als Ausgangsmaterial. 

Aus dem Ausgangsmateiral wird durch den produktspezif ischen Her- 
stellungsprozeB gegebenenfalls tiber Zwischenprodukte ein fertiges 
Plasmaderivat hergestellt, welches mit routinemSBigen Konfektio- 
nierungsmaBnahmen zu einem Arzneimittel aufgearbeitet wird. Bei 
dieser Aufarbeitung kttnnen natiirlich auch zwei oder mehrere 
fertige Plasmaderivate miteinander vereinigt werden. 



Bevorzugterweise besteht die nicht vorhandene Virusbelastung bzw. 
die den definierten Grenzwert nicht Uberschreitende Virusbelastung 
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fttr mindestens zwei Viren, vorzugsweise ausgewShlt aus der Gruppe 
HIV, HAV, HBV und HCV, insbesondere HIV und HCV. 

Selbstverstandlich ist die vorliegende Erfindung nicht auf die 
oben erwaimten Viren beschrtokt, sondern die nicht vorhandene bzw. 
einen def inierten Grenzwert nicht ttbersohreitende Virusbelastung 
kann fttr jedes haematogene Virus festgestellt warden, also z.B. 
auch fttr Parvovirus, Hepatitis non A non B Virus und fttr Viren, 
welche neu entdeckt werden, durch Blut Oder aus Blut gewonnenen 
Produkten ttbertragbar sind und sich als risikoreich fttr den 
Menschen herausstellen. Vorzugsweise wird die nicht vorhandene 
bzw. einen def inierten Grenzwert nicht Uberschreitende 
Virusbelastung fttr alle bekannten haematogenen Viren festgestellt, 
sofeme die Anwesenheit dieser Viren im Arzneimittel eine Gef ahr 
fttr den Patienten darstellen wUrde. 

Der Grenzwert der zulftssigen Belastung an vermehrungsffihigen hae- 
matogenen Viren, welcher jedenfalls unterschritten werden sollte, 
richtet sich in erster Linie nach dem Potential der Nachweisreak- 
tion und nach dem Auf wand, welcher bei der Beurteilung des Aus- 
gangsmaterials bzw. Zwischenprodukts zwectanaflig ist. Die Nachweis- 
grenze hSngt beispielsweise vom Volumen an Probe ab, welche zur 
Nachweisreaktion verwendet wird. Wenn zum Beispiel in 20 ja Probe 
einer Einzelspende kein virales GenomSquivalent nachgewiesen 
werden kann und die eingesetzte Nachweismethode in der Lage ist, 
ein elnziges Genomftquivalent in der Probe nachzuweisen, so ist 
daraus zu schlieBen, daB die raaximale Belastung der Einzelspende 
unter 50 Genomttquivalenten pro ml Plasma liegt. Werden bei negati- 
vem Nachweisergebnis weitere 20 |il Probe getestet und erneut kein 
virales GenomSquivalent nachgeweisen, so kann daraus geschlossen 
werden, daB die maximale Belastung der Einzelspende unter 25 
GenomSquivalente pro ml Plasma liegt. 

Als gut fttr die praktische Arbeit geeignete Grenzwerte der.zuias- 
sigen Belastung an vermehrungsfahigen haematogenen Viren haben 
sich Werte von maximal 500 Genomaquivalenten, insbesondere maximal 
200 Genomaquivalente, bevorzugt 100 Genomaquivalente, besonders 
bevorzugt 50 Genomaquivalente, pro ml Ausgangsmaterial bzw. 
Zwischenprodukt herausgestellt . 
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Bei einem bevorzugtert erfindungsgemas gesicherten Ausgangsmaterial 
bzw. Zwischenprodukt wird eine Virusinaktivierung bzw. Virusabrei- 
herung mittels mindestens eines Verfahrens mit einem Reduktions- 
aktor von mindestens 4 bei der Herstellung des Arzneimittels aus 
diesem qualitatsgesicherten Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt, 
erreicht. 

Das erf indungsgemaBe Plasmaprotein-hSltige Arzneimittel hat den 
Vorteil, daB aufgrund der gesicherten limitierten Virusbelastung 
an einem oder mehreren vermehrungsffthigen haematogenen Viren im 
Ausgangsmateiral des Plasmaproteins ein proteinschonendes Verfah- 
ren zur Virusinaktivierung bzw. Virusabreicherung ausreicht, um 
das plasmaprotein in virussicherer Form zu erhalten. Vorzugsweise 
wird ein proteinschonendes Verfahren mit einem Redukt ions faktor 
von max. 4 vorgenoromen, um eine gegebenenfalls vorhandene Virus- 
belastung an vermehrungsfShigen haematogenen Viren zu inaktivieren 
bzw. zu eliminieren. Ein proteinschonendes Verfahren ermOglicht 
die Erhaltung der Aktivitat und integritat eines Plasmaproteins in 
einem grOBtmOglichen AusmaB. Als proteinschonend wird ein Verfah- 
ren angesehen, bei welchem eine Erhaltung der (spezifischen) Akti- 
vitat des zu gewinnenden Proteins von 50 % oder mehr, vorzugsweise 
80 % Oder mehr, erzielt wird. Es reicht sogar eine einzige Virus- 
inaktivierung bzw. Virusabreicherung im Zuge des Herstellungsver- 
fahrens fUr das erf indungsgemaBe Arzneimittel aus, um gegebenen- 
falls vorhandene Viren vollstandig zu inaktivieren bzw. zu eli- 
minieren. 

Es hat sich gezeigt, daB bei einem zur Herstellung von Plasma- 
derivaten bzw. Arzneimitteln verwendeten Ausgangsmaterial bzw. 
Zwischenprodukt, dem ein Testvirus zugesetzt worden ist, die 
Virusbelastung vor einem vorgesehenen Virusinaktivierungsschritt 
durch eine Virusabreicherung stark herabgesetzt werden kann (z.B. 
EP-A-0 506 651). Die Abreicherung kann durch bekannte Verfahren, 
wie Nanofiltration, Failungsreaktionen, Dialyse, Zentrif ugation, 
chromatographische Reinigungsschritte, etc. erfolgen. Zur Inakti- 
vierung von Viren sind eine Reihe von physikalischen, chemischen 
Oder chemisch/physikalischen Methoden bekannt, die beispielsweise 
eine Hitzebehandlung, z.B. gemaB der EP-A-159 311 oder EP-A- 
0 637 451, eine Hydrolasebehandlung gemSB der EP-A-0 247 998, eine 
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Strahlenbehandlung oder eine Behandlung mit organischen li^jsungs- 
mitteln und/oder Tensiden, z.B. gemSB der EP-A-0 131 740 urafassen. 
Weitere geeignete Virusinaktivierungsschritte bei der Herstellung 
von Plasmafraktionen und Arzneimitteln sind in der EP-A-0 506 651 
Oder in der W094/13329 beschrieben. Eine Analyse von verschiedenen 
InaktivierungsmaBnahmen findet sich in dem Dokument: Eur. J. 
Epidermal. 3 (1987), 103-118; zum Reduktionsfaktor liegt die 
Richtlinie ECIII/8115/89-EN der Kommission der EG vor. 

Die erf indungsgemaBen MaBnahmen ermaglichen ein gepooltes Aus- 
gangsmaterial, insbesondere einen Plasmapool, bzw. ein Zwischen- 
produkt von hervorragender Qualitat mit erhOhter Sicherheit. 

Vorzugsweise werden diejenigen Plasmaspender zur Herstellung des 
erfindungsgemMB qualitatsgesicherten Plasmapools ausgewShlt, die 
aktiv gegen ein oder mehrere der Viren immunisiert oder immun 
sind, die also eine protektive ImmunitSt aufweisen, beispielsweise 
durch eine entsprechende Impfung. Die Plasmaspender sind vorzugs- 
weise gegen ein Hepatitis-Virus, insbesondere Hepatitis-A-Virus, 
geimpft, urn eine entsprechende InfektittsitSt des Plasmas auszu- 
schlieBen* 

Wenn Plasma das Ausgangsmaterial ist, bestehen bevorzugte AusfOh- 
rungsformen der erf indungsgemSSen Qualitatssicherung darin, daB 

die Bestimmung der Genom^quivalente samtlicher Viren der 

Gruppe HIV, HBV, HCV, Parvovirus und HAV, 

die Bestimmung der GenomSquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV, HCV und Parvovirus, sowie die Feststellung 
eines tiberschusses von HAV-Antik5rpem, 

die Bestimmung der GenomSquivalente s&ntlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, sowie die Feststellung eines 
tiberschusses von HAV- und Parvovirus- Ant ikGrpern, 

die Bestimmung der GenomSquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Oberschusses von HAV-Antik5rpem, 
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- die Bestimmung der Genoraaquivalente sSmtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Uberschusses von Parvovirus-AntikOrpem, 

- die Bestinunung der Genoroaquivalente sSmtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, 

die Bestimmung der Genomaquivalente sSmtlicher Viren der 
Gruppe HIV und HCV, Oder 

- die Bestinunung der GenomSquivalente sSmtlicher Viren der 
Gruppe HIV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Oberschusses von HBV-AntikOrpem, 

erfolgt. 

Der erfindungsgemSB qualitatsgesicherte Plasmapool ist beispiels- 
weise auch erhaitlich durch die Auswahl von Plasmaspendem, die 
gegen Hepatitis A- und Hepatitis B-Virus geimpft sind und die 
damit aufgrund ihrer antiinfektiOsen Immunitat einen Antikttrper- 
titer in ihrem Blut aufweisen kttnnen. Diese AntikOrper sind in- 
folge einer aktiven Inununisierung gebildet worden und daher nicht 
indikativ far eine Viramie. Die Plasmaspenden werden einzeln auf 
die Abwesenheit von Markem untersuoht, die auf eine entsprechende 
Viramie hinweisen. Dazu wird beispielsweise ein Test zur Bestim- 
mung von Hepatitis C-Virus- und gegebenenf alls HIV-AntikOrpem mit 
Hilfe eines validierten ELISA-Testsysteras durchgefUhrt. Als Marker 
fUr Hepatitis C-Virus gelten auch bestimmte Leberwerte, wie z.B. 
ALT- und GPD-Werte. Falls sich die Abwesenheit der viralen Marker 
im spenderplasma bestatigt, wird als weiteres Auswahlkriterium der 
Nachweis fUr die Abwesenheit eines Genoms Oder Genoraf ragmentes von 
AIDS-Viren (HIV-1) und gegebenenf alls Hepatitis C-Virus in einem 
Plasmapool der Einzelplasmaspenden erbracht. Diese Vorgangsweise 
empfiehlt sich trotz Bestatigung, dafi diese Plasmaspende keine 
AntikOrper gegen HIV enthait, welche indikativ fUr eine virale 
infektion sind. Die Zeit von der Infektion mit einem HIV-Virus bis 
zur mfiglichen Detektion von entsprechenden Antik5rpem kann sich 
gerade bei diesen Viren Uber Monate erstrecken. Ein Plasmapool, 
der lediglich auf Abwesenheit von HIV-AntikOrper getestet wurde. 
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kann daher nicht nachweislich als kdntroiliertes Plasmapool zur 
Verfiigxing gestellt werden, der keine Oder unter einem definlerten 
Grenzwert liegenden vermehrungsfShigen, infektiCsen Viren enthait* 

Eine der erf indungsgemaflen MaBnahmen zur Sicherung der limitierten 
Belastung an vermehrungsf^gen haematogenen Viren umf aBt neben 
dem quantifizierbaren, kontrollierten und nicht- inhibierten Ver- 
fahren zum Nachweis bzw, zur Bestiramung von NukleinsSuren den 
Nachweis von virusneutralisierenden Antikttrpem im erf indungsge- 
maSen Plasmapool. Zur Bestimmimg des Antikttrpertiters sind eben- 
falls validierte Testsysteme einzusetzen, beispielsweise ent- 
sprechende Enzymimmuntests . Die ftxr das Verfahren eingesetzten 
Proben kttnnen gegebenenf alls lyophilisiert: und anschlieBend rekon- 
stitutiert sein. 

Als Ausgangsmaterial kommen ftir diese Erf indung auBer Plasmapcx)ls 
auch Kryoprazipitate Oder andere friihe Intermediarprodukte in Fra- 
ge. Frtlhe Intermediarprodukte sind solche, die aus menschlichem 
Plasma bei der Erzeugung von Arzneiraitteln gewonnen werden, die 
noch einer Virusabreicherung Oder -inaktivierung unter zogen 
werden. Auch das zian Plasmapool hier ausgesagte gilt - soweit 
mGglich - erf indungsgemSB auch fUr andere Ausgangsmaterialien, 
insbesondere die MGglichkeit der Vereinigung gleichartig gesicher- 
ter kleinerer Mengen zu grOBeren. Erf indungsgemaS ist daher das 
Vermischen von gleichartigen gualitatsgesicherten Ausgangsmateria- 
lien bzw. Zwischenprodukten zu einem grOBeren gualitatsgesicherten 
Ausgangsmaterial- bzw. Zwischenproduktpool vorgesehen. 

Derart hohe Qualitatskriterien ftir ein Ausgangsmaterial bzw. 
Zwischenprodukt wurden bislang nicht erfUllt. Einerseits wurde es 
nicht far notwendig erachtet, eine Viramie bedingt durch einen rait 
Virus belasteten Plasmapool vollkommen auszuschlieBen. Plasmapools 
werden vor allem zur Herstellung von Plasmaderivaten verwendet, 
also von pharmazeutischen Produkten auf Basis von Plasmaproteinen. 
Bei dieser Herstellung rauS jedenfalls eine zusatzliche MaBnahme 
ztir Inaktivierung und/oder Abreicherung von potentiell vorhandenen 
Viren vorgenommen werden, was das Risiko einer Ubertragung der 
pathogenen Viren durch die fertigen Produkte urn ein Vielfaches 
reduziert, sodaB die vorgeschriebenen gemaB dem Stand der Technik 
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tiblichen Untersuchungen als ausreichcnd angesehen werden. 

ErfindungsgemSB konunen nur solche Ausgangsmaterialien bzw. 
Zwischenprodukte fttr die weitere Produktaufbereitung zum Einsatz, 
die einen OberschuB von virusneutralisierenden Antikorpern oder 
gesicherte limitierte Belastung an viralen Genomseguenzen auf- 
weisen. Ausgangsmaterial, welches den erfindungsgemaBen Anforde- 
rungen nicht genUgt, ist zwar nicht fUr die Weiterverarbeitung zu 
Arzneiraitteln im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet, kann 
aber trotz allem nicht bewiesenermaSen als infektiGs bezeichnet 
werden, da die mit einer NukleinsSure-Amplifikationsmethode 
festgestellte Menge an Genomaquivalenten nur die Obergrenze ftir 
die Belast:ung an vermehrungsffihigen Viren angibt. Die festge- 
stellte Menge an Genomaquivalenten gibt daher nur dann den "wahren 
Wert" der Belastung an vermehrungsfahigen Viren an, wenn alle 
Genomaquivalente von aktiven Viren stammen. 

Aus mehreren erf indungsgemaB gesicherten Ausgangsmaterialien kann 
durch Vermischen eine gr6Bere Menge erhalten werden, welche den- 
selben Sicherheitskriterien entspricht. 

So kann im Falle eines Plasmapools dieser als Smallpool zur Verfil- 
gung gestellt werden, der aus etwa 2 bis 20 Einzelplasmaspenden 
zusammengesetzt ist- Mindestens 10 Smallpools kttnnen zu einem Mi- 
nipool von etwa 20 bis 200, vorzugsweise etwa 200, Einzelplasma- 
spenden kombiniert werden. Die nachste GrOSenordnung ist ein 
Makropool mit einer GrttBe von etwa 200 bis 2000, vorzugsweise etwa 
2000, Einzelplasmaspenden, der gegebenenf alls durch Vermischen von 
mindestens 10 Minipools hergestellt ist. Mehrere Makropools kttnnen 
zu einem Multimakropool bis zu einer Gr6Be von 200 000 
Einzelspenden zusammengesetzt werden. 

Der Nachweis fUr virale Genome oder Genomfragmente kann erfin- 
dungsgemaS ftir jede dieser PoolgrGBen erbracht werden. Durch das 
Testen der Smallpools und die anschlieBende Kombination der 
kontrollierten Smallpools zu einem grttBeren Pool, beispielsweise 
einem Minipool, wird eine bisher noch nie beschriebene Qualitat 
auch von einem grttfleren Pool erhalten. 



y/0 96/35437 



- 16 - 



PCT/AT96/00089 



Eine besondere AusfOhrungsform der Erfindung besteht daher aus 
einem Plasmapool, der durch Verraischen von Minipools, die vorzugs- 
weise aus etwa 200 Einzelspenden bestehen, zu einera Makropool, der 
vorzugsweise aus etwa 2000 Einzelspenden besteht, gewonnen ist. 

Eine weitere bevorzugte Ausftihrungsform besteht in einem Plasma- 
pool, welcher dadurch gekennzeichnet ist, daB ein Makropool durch 
Vermischen mit einer beliebigen Anzahl weiterer Makropools zu 
einem Multimakropool bis zu 200.000 Einzelspenden vereinigt wird. 

Noch eine bevorzugte AusfUhrungsform besteht in einem Plasmapool, 
bei welchem die Minipools durch Vermischen von Smallpools, die aus 
zwei bis etwa 20 Einzelspenden bestehen, gewonnen werden. 

Bei der Wahl eines Ausgangsmaterials zur Fraktionierung von Blut- 
plasma zur Herstellung von Plasmafraktionen bzw. fertigen Plasma- 
derivaten und Arzneimitteln ist eine relativ groBe Menge aus 
Grtinden der Wirtschaftlichkeit vorzuziehen. Bislang stand aber 
noch kein Plasmapool der GrSBenordnung eines Makropools oder eines 
Multimakropools zur Verftigung, der durch den Nachweis von viralen 
Genomen oder Genomfragmenten als nicht-virusbelastet gelten 
konnte. Es genUgt namlich nicht, den Nachweis allein fOr einen 
Multimakropool zu erbringen, da durch das 2usaramenmischen von mehr 
als 2000 Einzelplasmaspenden ein zu grofler VerdUnnungsef fekt 
auftritt und die Anzahl der zu detektierenden Genome sehr haufig 
kleiner als die Nachweisgrenze eines Testverfahrens ist. Durch das 
Testen von kleinen Untereinheiten und das ansohlieBende 
Kombinieren zu grttBeren Einheiten wird dieses Problem der 
Nachweisbarkeit Uberwunden und eine wirtschaftlich interessante 
Menge erhalten. 

Das erf indungsgemaS qualltatsgesicherte Ausgangsmaterial eignet 
sich hervorragend zur Herstellung von Fraktionen enthaltend 
Plasmaproteine als Zwischenprodukte bzw. zur Herstellung von 
fertigen Arzneimitteln. 

Die far das Ausgangsmaterial. insbesondere Plasmapools vorgesehe- 
nen MaBnahmen sind selbstverstandlich analog bei Plasmafraktionen 
aller Art anwendbar. GemaB einem weiteren Aspekt betrifft daher 
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die vorliegende Erfindung auch qualitatsgesicherte fertige Plasraa- 
derivate mit durch Verwendung von qualitatsgesichertem Ausgangs- 
material gesiesherter limitierter Belastung an vermehrungsfShigen 
haematogenen Viren. 

DarOberhinaus bettrif £f die vorliegende Erfindung nattirlich auch 
fertige Plasmaderivate, welche nach einem Herstellungsverfahren 
aus einem erf indungsgemSB qualitStsgesicherten Ausgangsinaterial 
Oder aus einem oder raehreren erfindungsgemSB gualitatsgesicherten 
Zwischenpx^dukt gewonnen. warden. 

Die aus erfindungsgemSBen fertigen Plasmaderivaten durch pharma- 
zeutische Formulierung hergestellten Arzneimittel sind ebenf alls 
von der vorliegenden Erfindung umfaBt. 

Welters betrif ft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung eines Arzneimittels enthaltend ein oder mehrere 
Plasraaderivate aus einem qualitatsgesicherten Ausgangsmaterial 
bzw. aus einem bei der Herstellung der Plasmaderivate anfallenden 
qualitatsgesicherten Zwischenprodukt, wobei das qualitatsge- 
sicherte Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt keine oder eine 
einen definierten Grenzwert nicht aberschreitende Virusbelastung 
an einem oder mehreren vermehrungsfShigen haematogenen Viren 
aufweist und der definierte Grenzwert im Falle der Bestiramung der 
Genomaquivalente des jeweiligen Virus durch ein quantif izierbares, 
kontrolliertes und nicht- inhlbiertes Verfahren zum Nachweis bzw. 
zur Bestimmung von NukleinsSuren ausgewShlt ist nach einem oder 
mehreren der folgenden Kriterien: 

- Nachweisgrenze (des) der Nukleinsaure-Amplif izierungsverfah- . 
ren(s) von mindestens 10 000 Kopien ausgewahlter Nuklein- 
sduresequenzen ; 

- bestimmte Anzahl an Genomaquivalenten, insbesondere eine An- 
zahl unter 500 Genomaquivalenten, vorzugsweise unter 200 Geno- 
maquivalenten, noch bevorzugter unter 100 Genomaquivalenten, 
besonders bevorzugt unter 50 Genomaquivalenten, pro ml 
Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt; 
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Andere zuiassige Auswahlkriterien beziiglich der Grenzwerte sind 
erfindungsgemSB 

- ein mlt einem Zellkulturtest ermittelter Grenzwert, vorzugs- 
weise eine TCID^o Pro ml, bzw. die in dieser Menge enthaltenen 
GenomSquivalente , 

- ein mit einem Tiermodell ermittelter Grenzwert, vorzugsweise 
eine CID50 pro ml, bzw. die in dieser Menge enthaltenen Genom- 
aquivalente 

Diese Grenzwerte sind wegen ihrer praktischen Relevanz (abhSngig 
vom Nachweispotential einer Untersuchungsmethode ) und ihrer biolo- 
gischen Relevanz (speziell die TCID- und CID-Werte) bevorzugt. 

Die hochsensitive Methode der PGR hat den Nachteil, daB schon be- 
stimmte geringste Verunreinigungen, die in das Testmaterial ge- 
langen kOnnen, ebenfalls amplifiziert werden, so daB es zu falsch 
positiven Ergebnissen komraen kann. 

Eine bevorzugte Ausftlhrungsform des erfindungsgemSBen Verfahrens 
ist dadurch gekennzeichnet, daB mehr' als ein Nachweis- bzw. 
Bestimmungssystem fUr NukleinsSuren eingesetzt wird, wobei die 
Nachweis- bzw- Bestimmungssysteme vorzugsweise derart ausgewShlt 
sind, daB das eine System falsch positive und ein anderes System 
falsch negative Resultate ausschlieBt. 

vorzugsweise werden mindestens zwei unterschiedliche PCR-Methoden 
eingesetzt, wobei mindestens eine Methode zum Screening und 
mindestens eine Methode zur Bestatigung (Konfirmation) dient. 

Bei der DTS-PCR (Dual Targeting-Southern Blot-PCR) erfolgt nach 
Amplifikation der extrahierten NukleinsSuren eine Auftrennung der 
synthetisierten NukleinsSuren durch Agarose-Gelelektrophorese und 
anschlieBendem Southern-Blot nach Hybridisierung mit einer Digoxi- 
genin ( DIG ) -markierten Sonde. Die Auswertung erfolgt iiber eine 
densitometrische Bestimmung der Bandenintensitat. Zum AusschluB 
von falsch negativen Ergebnissen, die durch ein Mispriming zwi- 
schen PCR-Primem und Template aufgrund von Sequenzheterogenitat 
verursacht sein kann, werden die Nukleinsaure-Extrakte in einer 
zweiten PGR mit weiteren, von dem ersten Primerpaar verschiedenen. 
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Primern nochmals amplif iziert und analysiert:. Durch die Zugabe 
einer syntrhetischen NukleinsSiure als intemen Standard wird die 
DTS-PCR kontrollier-t und falsch negative Resultate ausgeschlossen. 

Um beispielsweise die in der DTS-PCR erhaltenen Resultate zusatz- 
lich 2U verifizieren, wird vorzugsweise als weitere Methode die 
LIF-PCR ( Laser- induzierte Fluoreszenz-PCR) eingesetzt. 

Durch verwendung von nichtradioaktiv-markierten Primern (bevorzugt 
werden Fluoreszenzfarbstof f-markierte Primer eingesetzt) kGnnen 
die PCR-Produkte durch LIF-PCR nachgewiesen werden. Die Detektion 
der Amplif ikationsprodukte kann aber auch Uber den Einbau von 
nichtradioaktiv-markierten Nukleotid-Analogen wShrend der Elonga- 
tionsreaktion in die neusynthetisierten NukleinsSuren vereinfacht 
werden. Bei der LIF-PCR erfolgt die Amplif ikation der Nukleinsaure 
in Gegenwart von fluoreszenzmarkierten Primern und anschlieBender 
Auftrennung der Amplif ikationsprodukte durch PAGE. Bei jedem Pro- 
benansatz der LIF-PCR werden zusatzlich Negativ- und Positiv-Kon- 
trollen mitgefUhrt. Der Nachweis und die Quant ifizierung der PCR- 
Produkte erfolgen mittels eines Genescanners . Mit Hilfe der inter- 
nen Doppelstandardisierung des LIF-PCR werden insbesondere falsch 
negative Ergebnisse ausgeschlossen und positive Ergebnisse abgesi- 



Falsch positive bzw. falsch negative Ergebnisse kOnnen erfindungs- 
gemSB durch den Einsatz von Positiv-und Negativ-Kontrollen ausge- 
schlossen werden. Die geschilderte Korabination zweier verschiede- 
ner PCR-Methoden, insbesondere der DTS-PCR und der Laser-induzier- 
ten Fluoreszenz-PCR (LIF-PCR) ermGglicht die PrUfung groBer 
Probenzahlen in der Routinekoritrolle und somit den AusschluB 
primSr falsch negativer Resultate und die Vermeidung falsch 
positiver Ergebnisse. 

Ein zusatzlicher Aspekt der Erfindung liegt darin, daB eine Auf- 
konzentrierung der Testproben vorgenommen wird und dadurch noch 
geringere Belastungen an viralen Genomseguenzen detektiert werden 
kOnnen. Die Empf indlichkeit des erf indungsgemSBen Verfahrens kann 
durch zusatzliche MaBnahmen durch Konzentrierung der Plasmaproben 
Oder der enthaltenen GenomSquivalente gesteigert werden, wobei 



chert. 
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eine ErhOhung der Sensitivitrat urn das lOfache bis lOOfache 
bevorzugt ist. 



Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens warden daher die Proben aus den Ausgangsmaterialien (z.B, 
Einzelspenden oder Probenpools) bzw. Zwischenprodukt bzw. die 
darin enthaltenen Genomfiquivalente konzentriert, und zwar vorzugs- 
weise durch Lyophilisation, Adsorption oder Zentnrifugation. 

ErfindungsgemSB wird eine Methode herangezogen, die ein guantifi- 
zierbares, kontrolliertes und nicht-inhibiertes Verfahren zum 
Nachweis bzw. zur Bestimmung von Genomsequenzen erm5glich1:- Bei 
der Bestimmung der limitierten Belastiing an verxnehrungsfShigen 
Viren des Plasmapools dxirch den Nachweis von viralen Genomen oder 
Genomsequenzen kann es aber vorkonunen, daB gewisse Inhibitoren der 
Nachweismethode in den Proben vorhanden sind, sodafl nicht von 
vomherein eine nicht-inhibierte Amplifikation inttglich ist. 

Es hat sich n&nlich herausgestellt, daB die Virusbelastung eines 
Plasmapools bestimmt mit einer PCR-Methode durchaus unterschStzt 
werden kann* Im Plasmapool kOnnen Faktoren anwesend sein, die die 
Empf indlichkeit eines PCR-Bestimmungsverfahrens erheblich 
beeintrachtigen kGnnen (Nucleic Acids Research 16 (21), 10355 
(1988)). Diese sogenannten Inhibitoren der PCR-Reaktion werden bei 
dem erfindungsgemSBen Verfahren vor der Nachweisreaktion entfemt 
Oder durch eine Verwendung eines Genomstandards wfthrend der 
Nachweisreaktion ausgeschlossen. Falls der interne Standard mit 
der entsprechenden Rate im Pool amplifizierbar und detektierbar 
ist, ist die Anwesenheit von solchen Inhibitoren ausgeschlossen. 

Es ist bekannt, daB im Plasma vorkomraende Substanzen, wie Heparin, 
hohe Salzkonzentrationen und Polyethylenglycol die PGR inhibieren 
kttnnen (BioTechniques 9(2), 166 (1990) und Journal of Clinical 
Microbiology 29(4) 676-679 (1991)). . 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erf indungsgemSBen Verfahrens 
ist daher dadurch gekennzeichnet, dafl gegebenenf alls vorhandene 
Inhibitoren der Amplif ikation in den Proben aus den Einzelspenden 
Oder in den Probenpools entfemt oder abgereichert werden • 
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Diese zusatzlichen Verfahren zuin Entfernen oder zur Neutralisation 
von Ainplifikations-lnhibitoren im Blut, Plasma oder Serum umfassen 
z.B. die Ultrazentrifugation der Proben und das Dekantieren des 
Oberstandes mit darin enthaltenen Inhlbitoren und die Extraktion 
der Nukleinsaure, sowie die Beiiandlung der Proben mit Heparinase, 
Polyaminen oder die Vorreinigung der NukleinsSuren mittels HPLC. 
Durch die erhfihte Reinheit der NukleinsSuren wird eine uneinge- 
schrankte Amplifikation der Nukleinsfiure gewfihrleistet. 

Gem&B einer bevorzugten Verf ahrensvariante werden fUr mehrere 
Viren spezifische Primer-Paare beim Amplifikationstest eingesetzt, 
so daS die Anwesenheit mehrerer Virusarten gleichzeitig untersucht 
werden kann. Bei einem besonders bevorzugten Test werden zwei oder 
mehrere Viren, ausgewShlt aus der Gruppe HIV, HAV, HBVund HCV, 
untersucht. 

insbesondere RNA-Viren unterliegen einer groBen Miitationsrate, wo- 
durch sehr schnell Varianten oder Subtypen eines bekannten Stammes 
auftreten kiJnnen, die sich in ihrer Genomsequenz von den Wildtype- 
sequenzeh mehr oder weniger stark unterscheiden. Bei einer emp- 
findlichen Amplifikationsmethode wie z.B. der PGR ist jedoch fUr 
den Nachweis und die quantitative Bestimmung sehr geringer Kopien- 
zahl einer viralen Genomsequenz eine besonders hohe Ef fizienz der 
Amplifikation Voraussetzung , um die in einer Probe tatsachlich 
vorhandenen Kopien festzustellen. Eine ungenOgende Paarung der 
Primer mit dem Template verringert deren Ef fizienz. 
Eine entsprechende Sorgfalt bei der Auswahl der Primer muB daher 
gewahrleistet werden. 

Bevorzugte Primer-Paare werden so ausgewShlt, daB sie fUr konser- 
vierte Genomsequenzen der einzelnen zu untersuchenden haematogenen 
Viren kodieren, wobei die Eignung der Primer an entsprechenden 
Proben eines reprasentativen Probequerschnitts der zu 
untersuchenden Viren festgelegt wird. 

Durch die Auswahl der Primer fUr die Amplifikationsreaktion kOnnen 
neben den bisher identif izierten, bekannten Genomsequenzen von 
HIV, HCV und HBV auch ihre Subtypen erfaBt werden. Dies wird 
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erfindungsgeraSB dadurch gelttst, da6 die verwendeten Primer aus 
einer hochkonservierlzen Genomregion des jeweiligen Virus ausge- 
wahlt warden. FUr die Selektion des erf indungsgemSBen Ausgangs- 
raaterials bzw. Zwischenprodukts mittels der LIF-PCR und der DTS- 
PCR komraen daher ausschlieBlich Primer zu Verwendung, deren 
Spezifitat fOr alle relevanten Subtypen tiberprUft wird. 

Im Rahman einer epidemologischen ttberwachung werden neu auf treten- 
de Virusstamme der Zielviren untersucht, ob sie die entsprechenden 
Templates, gagen die die verwendeten Primer gerichtet sind, 
enthalten. Aufgrtind von ermittelten VerSnderungen innerhalb einer 
bekannten Gruppe von VirusstSmmen kttnnen dann entsprechend neue 
Primer fUr den quantitativen Nachweis von vorhandenen Kopien eines 
neuen Virusstammes synthetisiert werden. Dabei sollen die neu- 
synthetisierten Primer eine mindestens gleich gute Empfindlichkeit 
des Test entsprechend dar von schon erprobten Primem lief em. 

FOr neu auftretende Zielviren raUssen entsprechende neue Primer fUr 
konservierte Nukleinsauresequenzen entwickelt werden. 

Zur Kontrolle des Verfahrens zum Nachweis bzw. zur Bestimmung von 
Nukleinsauren in einer Probe werden bevorzugt vor oder wahrend der 
DurchfUhrung des Verfahrens der Probe ein oder mehrere interne 
Standards bzw. Referenzpraparationen zugesetzt, wobei die 
Standards zugleich mit gegebenenfalls vorhandenen viralen Genomen 
Oder Genomsequenzen in ein und demselben TestgefSB bestimmt bzw. 
nachgewiesen werden. 

Diese Vorgangsweise bietet die Mdglichkeit einer noch exakteren 
Quantifizierung des Gehaltes an viralen Nukleinsauren bzw, eine 
noch bessere Abschatzung der Nachweisgrenze des Amplifikat ions ver- 
fahrens, insbesondere wenn der oder die internen Standards in 
einer Menge eingesetzt werden, die nahe der Nachweisgrenze der je- 
weiligen Amplifikationsreaktion liegt. 

Die erf indungsgemaB zu einem qualitatsgesicherten Plasraapool ver- 
einigten Einzelspenden konnen mit weiteren gleichartig qualitats- 
gesicherten Plasmapools vereinigt werden, so daB ein qualitats- 
gesicherter Minipool, Makropool oder Multimakropool zur Verfugung 
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gestellt wird. Die Vorteile eines aus qualitfitsgesicherten kleine- 
ren Pools hergestellten grOBeren Pools sind bereits ausreichend 
beschrieben worden. 

Gemaa einem weiteren Aspekt betrif ft die vorliegende Erf indung ein 
Verfahren zur Herstellung eines Plasmapools als qualitatsgesicher- 
tes Ausgangsmaterial mit einer gesicherten limitierten Belastung 
an vermehrungsfahigen Viren aus zwei oder mehr Einzelspenden, 
welches durch die folgenden Schritte gekennzeichnet ist: 
Entnehmen von Proben aus n Einzelspenden, 
Vereinigen der Einzelspenden-Proben zu m Probenpools und 
Detektieren der in diesen Probenpools vorhandenen Menge an vi- 
ralen Genomen Oder Genomsequenzen mittels eines quantif izier- 
baren, kontrollierten und nicht-inhibierten Verfahrens zum 
Nachweis bzw. zur Bestimmung von NukleinsSuren, 
wonach diejenigen Einzelspenden (n^)/ von denen die detektierte 
Menge an viralen Genomen oder Genomsequenzen in dem Probenpool 
unter einem bestimmten Grenzwert liegt, zu einem gesicherten Plas- 
mapool vereinigt werden und diejenigen Einzelspenden (Hq), von 
denen die detektierte Menge an viralen Genomen oder Genomsequenzen 
in dem Probenpool grttBer oder gleich dem Grenzwert ist, einer Wei- 
terbehandlung zugefQhrt oder ausgeschieden werden und wobei n und 
m positive ganze Zahlen sind. Eine Weiterbehandlung der 
Einzelspenden kann beispielsweise durch Abreicherung von viralen 
GenomSquivalenten oder durch Zumischen von Virus-neutralisierenden 
Antikttrper-haltigen Fraktionen erfolgen. 

In einem weiteren Verf ahrensschritt k5nnen auch zur Weiterbehand- 
lung der ausgeschiedenen n3 Einzelspenden emeut Proben entnommen 
werden und diese Einzelspenden-Proben zu m^ Probenpools vereinigt 
werden, wobei n^ und m^ positive ganze Zahlen sind, mg > 2 ist und 
das VerhSltnis m^zn^ grttSer ist als das VerhSltnis m:n, und in 
diesen Probenpools emeut die Menge an viralen Genomen oder Genom- 
sequenzen mittels eines quantif izierbaren, kontrollierten und 
nicht-inhibierten Verfahrens zum Nachweis bzw. zur Bestimmung von 
Nukleinsauren detektiert werden, wonach diejenigen Einzelspenden, 
von denen die detektierte Menge an viralen Genomen oder Genom- 
sequenzen in dem Probenpool unter einem bestimmten Grenzwert 
liegt, zu einem gesicherten Plasmapool vereinigt werden und 
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diejenigen Einzelspenden, von denen die detektierte Menge an 
viralen Genomen oder Genomsequenzen grttBer dder gleich dem Grenz- 
wert ist, einer Weiterbehandlung zugefUhrt oder ausgeschieden 
werden. Dieses Verfahren kann solange wiederholt werden, bis die 
Anzahl der Einzelspenden, welche welterzubehandeln oder auszu- 
scheiden sind, eine festgelegte Zahl erreicht oder unterschritten 
hat. 

Damit wird ein einf aches Verfahren zur Verfiigung gestellt, welches 
es erlaubt, aus einem nahezu beliebig groflen Plasmapool mit weni- 
gen Tests etwa vorhandene Einzelplasmaspenden mit unzulSssig hoher 
Belastung an vertnehrungsffiLhigen Viren auszuscheiden. Auf der 
anderen Seite werden geeignete Einzelspenden, welche mit bisheri- 
gen Verfahren zusammen mit einer virusbelastetetl Einzelspende 
ausgeschieden worden sind, wenn sie gemeinsam analysiert wurden, 
mit einfachen Verf ahrensschritten erkannt und kttnnen zu einem 
fertigen Plasraaderivat verarbeitet werden. 

Damit kann ein weiteres Ziel der Erfindung erreicht werden, n&n- 
lich auch aus einem groSen Plasmapool einen einzigen verseuchten 
Spender auf einfache und kostensparende Weise herauszufinden, um 
ihn von weiteren Spenden auszuschliefien und ihn sofort arztlicher 
Hilfe zuzuleiten. Damit wird die Sicherheit der Spenderkolonie 
vergr ttfiert . 

Die Zahl der Einzelspenden, welche der dem erf indungsgemSBen Ver- 
fahren unterzogene Plasmapool umfaSt, betrSgt in der Kegel 2 bis 
200,000 (n = 2 bis 200.000) und vorzugsweise 20 bis 20.000, beson- 
ders bevorzugt 200 bis 2000, insbesondere 200. Die Zahl m liegt 
dabei vor allem zwischen 1 und 100.000, vorzugsweise zwischen 2 
und 1000. Die festgelegte Zahl an weiterzubehandelnden oder 
auszuscheidenden Einzelspenden betragt praktischerweise 100, vor- 
zugsweise 10, besonders bevorzugt 1. Im letzten Fall wird also die 
viruskontaminierte Einzelspende als solche identif iziert . In der 
Praxis ist dies jedoch nur aus GrQnden der Identif izierung des 
Plasmaspenders angezeigt, es wird daher die festgelegte Zahl 
Ublicherweise zwischen 10 und 100 liegen. 

Die Probenpools kbnnen, falls dies erf order lich erscheint, zusStz- 
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lich zum Nachweis bzw. zur Bestimraung von NukleinsSuren auf virus- 
neutralisierende Antikorper gegen die zu untersuchenden Viren 
getestet werden. 

Dabei werden in der Regel bei denjenigen Probenpools, in denen 
AntikOrper gegen Viren gefunden wurden, die entsprechenden 
Einzelspenden vereinigt und weiter verwendet. Diejenigen 
Eiiizelspenden, von denen keine Antik5rper im Probenpool 
festgestellt worden sind, werden dann einer Weiterbehandlung 
zugeftihrt Oder ausgeschieden. 

Weiters betrif f t die vorliegende Erfindung das im Rahraen des 
erfindungsgemafien Verfahrens hergestellte qualitatsgesicherte 
Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt, insbesoridere Plasmapool, 
sowie das qualitatsgesicherte fertige Plasmaderivat, welches 
vorzugsweise nochmals auf virale Genom^quivalente bzw. Anwesenheit 
von virusneutralisierenden Antik5rpem untersucht worden ist. 

Die vorliegende Erfindung urafaBt auch ein Arzneimittel, welches 
aus einem qualitatsgesicherten fertigen Plasmaderivat aus 
menschlichem Plasma durch pharmazeutische Forraulierungsschritte 
erh&ltlich ist. 

GemaB einem weiteren Aspekt betrif ft die vorliegende Erfindung ein 
Verfahren zur Herstellung von Arzneimitteln enthaltend ein oder 
mehrere Plasmaderivate, die frei von verschiedenen 
vermehrungsfdhigen haematogenen Viren sind, welches durch die 
folgenden Verfahrensschritte gekennzeichnet ist: 

Bereitstellen eines Ausgangsmaterials oder eines bei der Her- 
stellung der Plasmaderivate anfallenden Zwischenprodukts 
abgeleitet von menschlichem Plasma, 

Qualitatssichern des Ausgangsmaterials oder Zwischenprodukts 
durch Nachweis der nicht vorhandenen bzw, einer einen 
bestimmten Grenzwert nicht uberschreitenden Virusbelastung an 
vermehrungsfahigen haematogenen Viren, wobei 

die nicht vorhandene Virusbelastung fur bestimmte 
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vermehrungsfShige haematogene Viren durch einen OberschuB 
von virusneutralisierenden Antikbrpem Im Ausgangsma- 
terial Oder Zwischenprodukt oder durch eine protektive 
Immunitat beim Plasmaspender zum Zeitpunkt der 
Plasmaspende festgestellt wird, 

anderenfalls die Bestitnmung der Genomaquivalente der 
jeweiligen interessierenden Viren im Ausgangsraaterial 
Oder Zwischenprodukt erfolgt, 

Unterziehen des solcherart qualitatsgesicherten Ausgangsmate- 
rials Oder Zwischenprodukts bis zu seiner Fertigstellung 
mindestens noch einem wesentlichen Virusabreicherungs- bzw. 
Virusinaktivierxingsschritt und 

Aufarbeiten des erhaltenen qualitatsgesicherten fertigen 
Plasmaderivats mit an sich bekannten Methoden zu einem 
Arzneimittel . 

Bei einem bevorzugten Verfahren zur Herstellung von Arzneimitteln 
aus menschlichem Plasma wird mindestens noch von einem Zwischen- 
produkt im Laufe des Herstellxingsverfahrens ein Qualit^tssiche- 
rungsschritt angewendet. 

GemSB einer bevorzugten Aus fiihrungs form wird der QualitStssiche- 
rungsschritt im Zwischenprodukt, welches einem wesentlichen 
Virusabreicherungs- bzw. Virusinaktivierungsschritt unterzogen 
wird, durchgef tihrt . Am meisten bevorzugt ist die Qualitats- 
sicherung von jedem Zwischenprodukt, welches einem wesentlichen 
Virusabreicherungs- bzw. Virusinaktivierungsschritt unterzogen 
werden soli. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele, auf die sie 
jedoch nicht beschrankt sein soil, erlSutert. 

Beispiele: 

1. Allgemeines Prinzip der PCR 
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1.1. Allgemeines Prinzip der DTS-PCR (Dual-Targeting-Southem- 
Blot) 

NukleinsSuren werden mittels eines ersten spezifischen Primer- 
Paares mit PGR amplifiziert, die PCR-Prodiikte anschliefiend auf 
einera Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und auf einen Fil- 
ter geblottet. Die f iltergebundenen PCR-Produkte wexrden mit einer 
Digoxigenin ( DIG ) -markierten Sonde, die innerhalb der amplifizier- 
ten Genomseguenz bindet, hybridisiert und nach einer Entwicklungs- 
reaktion nachgewiesen. Die Bandenintensitat wird quantitativ 
densitometrisch bestimmt. In einer weiteren PGR wird unter 
Verwendung eines zweiten, vom ersten Primer verschiedenen, Primer- 
Paares die Nukleinsdure amplifiziert und ebenfalls Uber Southem- 
Blot-Analyse detektiert. Durch die PGR zweier Verschiedener Regio- 
nen einer Genomseguenz und deren Sichtbarmachung mittels 
Hybridisierung k5nnen falsch negative Ergebnisse reduziert und po- 
sitive Resultate verifiziert werden. 

1.2. Allgemeines Prinzip der LIF-PGR (Laser-induzierten Fluores- 
zenz -markierten ) 

Nukleins&uren unterschiedlicher Herkunft wurden mirtels PGR unter 
Verwendung von Primem, welche £luoreszierende Gruppen haben, am- 
plifiziert. Die Analyse und Quantif izierung der erhaltenen ampli- 
fizierten Produkte wurden mit Hilfe eines automatischen DNA-Se- 
guenzierers mit laserinduzierter Fluoreszenz-MeBeinrichtung (DNA- 
Seguenzierer 373A mit Gene Scan®-Sof tware von Applied Biosystems) 
ausgefUhrt. Dieses Instrument ist in der Lage, die Fluoreszenz- 
markierten PGR-Produkte mittels einer Gelelektrophorese in einem 
Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen der Gr^fie nach 
aufzutrennen, und deren Menge quantitativ zu bestimmen. Die Kopi- 
enzahl bestimmter Sequenzen in der Probe wird auf Grundlage der 
erhaltenen Intensitaten der PCR-Produkte von zu quantif izierender 
NukleinsSLure und raindestens zwei internen Standards bestimmt. 

1.2.1. Extraktion der DNA viraler Partikel 

500 111 der Probe werden fiir 20 min bei 70000 rpm in einer Ultra- 
zentrifuge zentrifugiert. Das Pellet wird in 500 ^1 10 mM Tris/HGl 
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pH 8,0 und 10 \il Proteinase K (Boehringer Mannheim, 20 rag/ml), so- 
wie 10 fil 20% SDS aufgelOst. Nach Inkubation Ober Nacht bei 37 
Oder fUr 4 h bei 56*C wird eine bestimmte Menge an Standard-Nukle- 
insSure zugesetzt, die Probe nacheinander mit Phenol und Chloro- 
form extrahiert und 10 |xl Glykogen (Boehringer Mannheim, 20 mg/ml) 
zugesetzt. AnschlieBend wird mit Ethanol prSzipitiert, zentrifu- 
giert, das Pellet gewaschen und schlieBlich in Wasser wieder ge- 
16s t* 

1.2.2. Extraktion viraler Rest-DNA 

500 \il der Probe werden in 5 jil lOmM Tris/HCl pH 8,0 und 10 fil 
Proteinase K (20 mg/ml) aufgelGst. Nach Inkubation Uber Nacht bei 
37 Oder fiir 4 h bei 56 wird eine bestimmte Wenge an Standard- 
NukleinsSLure zugesetzt, die Probe nacheinander mit Phenol und 
Chloroform extrahiert und 10 \il Glykogen (20 mg/ml) zugesetzt. An- 
schlieBend wird mit Ethanol prSzipitiert, zentrifugiert, das Pel- 
let gewaschen und schlieBlich in Wasser wieder gel5st. 

1.2.3. Extraktion der RNA fiir die PGR 

1 ml Plasma bzw. mit PBS verdUnntes Plasma wird bei 70000 rpm 20 
min zentrifugiert. Der Oberstand wurde durch Absaugen entfemt. 
Das Pellet wurde in 1 ml Guanidiumisothiocyanat-Lttsung (EWAzol" 
der Firma Biotex) aufgenommen und 5 fil 1 mg/ml t-RNA aus Hefe und 
eine vorbestimmte Menge, z.B. 20 Standard-RNA zugegeben. Es 
werden eine vorbestimmte Anzahl, z.B. 400 und 1200 Kopien, des 
Minus- und des Plus-RNA-Standards zugegeben und gevortext. Die Lb- 
sung wird 10 min bei 70*C erhitzt, dann 1/10 Volumen Chloroform 
zugegeben und fUr 10 min auf Eis inkubiert. Dann wird fur 5 min in 
einer Tischzentrifuge zentrifugiert und der Oberstand in neue 
RGhrchen transferiert. 500 fil Isopropanol werden zugegeben und 15 
min auf -80'C gestellt. AnschlieBend wird 10 min zentrifugiert, 2x 
mit 70% Ethanol gewaschen und das Pellet in 50 \il Wasser aufgenom- 
men. Fiir die RT-PCR wurden 5 \il eingesetzt. 

1.2.4. PGR fur den Nachweis von DNA 



Der PCR-Ansatz enthSlt in bekannter Weise eih Aliquot der extra- 
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hierten NukleinsSure, PGR- Puffer (Boehringer Mannheim), MgCl^, 
dNTPs, Primer, Taq-Polymerase (Boehringer Mannheim, 5,0 E/iil) und 
Wasser. Die PGR wird gemSB den Angaben des Herstellers von Puffer 
und Enzym bzw. gemSB Qblicher Arbeitsvorschriften (Mullis et al. 
Methods in Enzymology 155: 335, 1987) durchgefuhrt. 

1.2.5. RT-PCR fiir den Nachweis von HIV-RNA 

Der RT-PCR Ansatz enthait in bekannter Weise ein Aliquot der ex- 
trahierten NukleinsSure in RT-Puffer von Perkin-Elmer, MgClg, 
dNTPs, den RT-Primer und rT.th. -Polymerase (Perkin-Elmer, 2,5 
E/|il) und Wasser. Die RT wird gemSB den Angaben. des Herstellers 
von Puffer und Enzym bzw. gemSB tiblicher Arbeitsvorschriften 
(Mullis et al. Methods in Enzymology 155: 335, 1987) in einer PCR- 
Apparatur (GeneAmp PGR System 9600 der Firma Perkin-Elmer) durch- 
geftihrt. 

FUr die PGR werden noch MgGl^, ein Ghelatpuffer und der zweite 
Primer zugegeben. Dann wird die PGR nach den oben beschriebenen 
Angaben durchgeftthrt. 

1.2.6. Analyse der Produkte 

FUr die Bestimmung und Quantifizierung der PCR-Produkte werden der 
PGR-L6sung 0,5 bis 1,0 \xl entnommen und in einem 373 A Instrument 
der Firma Applied Biosystems gemSB den Angaben des Herstellers 
analysiert • 

1.3. Southern blotting und Detektion der DTS-PGR-Produkte 

Agarosegele wurden fiir die gelelektrophoretische Auftrennung der 
PGR-Produkte mit einer fiir das jeweilige Produkt bestimmten Kon- 
zentration hergestellt. Der Gellauf erfolgte in Ix Elektrophorese- 
laufpuffer. Die PGR-Produktproben wurden mit Ficoll/Bromphenolblau 
in 0,5 X Lauf puffer versetzt und die vorbereiteten Geltaschen be- 
laden. Nach dem Gellauf wurden die PGR-Produkte durch Inkubation 
des Gels in 0,5 M NaOH/l,5M NaGl 1 h denaturiert und anschlieBend 
neutralisiert. Die DNA wurde auf Filter (Duralon"*, Stratagene, La 
Jolla, Galifornien) transferiert und die Nukleinsfiure wurde mit- 
tels UV-cross linking an die Membran gebunden. Die Membran wurde 
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1 h bei 6B'C in PrShybridisierungspuf fer (6 x SSC, 0,5% SDS, 5 x 
Denhardts, 100 |ig/ml denaturierte DMA) inkubiert. Die Hybridisie- 
rung erfolgte mit einer Dioxigenin-markierten DNA-Sonde und an- 
schlieSender Sichtbarmachung der Banden durch Immunfarbung mittels 
alkalische Phosphatase-konjugierter AntikCrper, Nitro-Blue- 
Tetrazolium (NBT) und 5-Brorao-l-chlor-3-indolphosphat (BCIP). Die 
Auswertxing der Blots erfolgte densitometrisch. 



1.4. Verwendete Primer 

FQr die LIF-PCR verwendeten Primer sind in Tabelle 1.1. und Tab. 
1.2. zusammengefaSt . 

Die in der DTS-PCR eingesetzten Primer sind fiir HIV : SK38, SK 39, 
SK145 und SK431 (Ratner et al. 1985), fUr HCV: 32, R3, CHAA, Rl, 
ConAl, ConaA2 und ConA (erhaitlich von Chiron) und fOr HBV: HBVla 
und HBVlb {Kaneko et al. 1989), sowie HBV4a und HBV4b (Carman et 
al. 1989). 



Tabelle 1: Verwendete Primer und Standardplasmide fur die LIF-PCR 
und DTS-PCR Tabelle 1 
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Tab, 1.1. Primer fiir die Amplif ikation und Detektion in der LIF- 
PCR 



OGgonuldeotid-Bezeicttnung 


Sequenz (5'-3') 


Vims 1 Position 


SK38 (+) 


ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT 


HIV-1 11551-1578" 


SK39{-) 


TTTGGTCCTTGTCTTATGTCCAGAATGC 


HIV-1 11665-1638" 


HCV32 


CTGTGAGGAACTACTGTCTT 


HCV 


45^*= 


HCVPT4 


CGGTTCCGCAGACCACCTATG 


HCV 


158-139° 


+1780B 


CATTGATCCTTATAAAGAATTTGGAGC 


HBV 


1780-1806'* 


-1950B 


CCAGCAGAGAATTGCTTGCCTGAG |hBV 


1973-1950 



' Numerienxng nach Ratner et al. (Nature 313: 277-2S4, 1985) 

• Numeriefung nach Han etal . (PNAS 88: 1711-1715, 1991) 

* Numerienmg nach Fufiyama et al (Nudeic Adds Res. 11: 4601 -4610. 1983) 
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Bezeichnung 

pgag1 

pgag -15 

pgag +12 

pHCV-wt 

pHCV-7bp 

pHCV+8bp 

pHBV-wt 

pHBV-9bp 

oHBV •H2bp 



DeletionAnsertion 


Virus 




HIV-1 


del. 1593-1607* 


HIV-1 


ins. +12bp Pos.1593'* 


HIV-1 




HCV 


del. 126-135* 


HCV 


ins. + 8bp Pos. 126° 


HCV 




HBV 


del. 1868-1876^ 


HBV 


ins. +12 Pos-ISes" 


HBV 



* NumerieningnachRatneretaL (Nature 313: 277-284. 1985) 

* NumerieningnachHanetai.(PNAS88: 1711-1715. 1891) 

* Numerierung nach F^iyama et aL (Nucleic Ad«ls Res. 1 1: 4601-4610. 1983) 



Belsplel 2: 

2.1. Quantifizierung von HIV RNA in Plasmaproben von Spendem 
dxirch LIF-PCR und DTS-PCR 

von BlV-seronegativen. gesunden Probanflsn una HIV-seronegativen, 
p24-»,tlgen-positlven prlmar-lnfiilertan Probanden vurde eina 
Plasnraspanda geno».en. Plasnaprobcn der Spender wurden 
LIF-PCR und DTS-PCR getestet. Die Probentestung mittels "f'^ 
erfolgte mlt dan Pri»arpaaran SK145/431 (Pri»arpaar 1) und SK38/39 
,Prin«rpaar 2) (Tab.1.1); Proben «it positivan "i'-f 
gnalan -urden .it dar LIF-PCR „ai«rga«stat. For °«'-*""^*- 
rung .Ittala LIF-PCE wurdan die Prin,ar SK38 und SK39 (Tab. 1.1.) 
varvandat, walcna In dan cDNA-Saguan.en das HIV-l bindan und duroh 
RT-PCR von der «ildtyp-RNA ain 115 bp groBes PCR-ProduKt argaban. 
Als standardplasmida wurden pgagl, pgag -15 und pgag *12 (Tab. 
1.2.) aingasetzt. die RT-PCR-Produkta dar Lange von 115 bp 
(pgagl), 100 bp (pgag-15) und 127 bp (Pgag.l2) argaban. D.e s»n- 
l^pl.;.ida wurdan .it dar Probe Koa.plifiziart und da. Gana 
scan' .oanalysiart und die Kopianzahl/.l ar.ittelt. Dia Resultate 
der guantitativen Auawertung sind in Tabelle 2 zusa-nangafaBt. 
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Tabelle 2 



Probandea 


LIF-PCR 
Kopien/ml 


DTS-PCR 
PCR/Prinerpaar 1 
Bybrldls ieninga * 
signal 


PCR/Primerpaar 2 
Hybridislerunga- 
signal 




T ^ V 1 ft* 




+ 


HIV-sero-/p24 positiv #2 


2,8 X 10* 


+ 


+ 


HIV-scro-/p24 positiv «3 


2,7 X 10* 


+ 


+ 


HIV-serc-/p24 positiv #4 


1,7 X 10^ 


+ ■ 


+ 


HIV-sero"/D24 positiv gS 


5,5 X 10* 


+ 


+ 


HIV-gerc-/p24 positiv ^6 


8,6 X 10* 


+ 


+ 


HIV-3ero-/p24 positiv fi7 


2,3 X lO' 


+ 


+ 


KIV-sero-/p24 positiv 


4,7 X 10* 


+ 


+ 



Die minimale Belastung bei HIV-seronegativen, p24 Antigen positi- 
ven Plasmaspendem wurde mit 2,8 x 10® iind die maximale mil: 2,3 x 
10^ Kopien/ml ermittelt. 

2.2. Quantifizierung von HCV RNA in Plasmaproben von Spendern 
durch LIF-PCR und DTS-PCR 

Von HCV-seronegativen, gesunden Probanden und HCV-primSr-inf izier- 
ten Probanden wurde eine Plasmaspende genommen. Plasmaproben der 
Spender wurden mittels LIF-PCR und DTS-PCR getestet. Die Proben- 
testung mittels DTS-PCR erfolgte mit den Primerpaaren 32/R3 (Pri- 
merpaar 1) und CHAA/Rl (Primerpaar 2) (Chiron); Proben mit positi- 
ven Hybridisierungssignalen wurden mit der LIF-PCR weitergetestet . 
FUr die Quantifizierung mittels LIF-PCR wurden die Primer HCV32 
und HCVPT4 (Tab. 1.1.) verwendet, welche in den cDNA-Sequenzen des 
HCV binden und durch RT-PCR von der Wildtyp-RNA ein 114 bp groBes 
Produkt ergeben. Als Standardplasmide wurden pHCVwt, pHCV-7 und 
pHCV+8 (Tab. 1.2.) eingesetzt, die RT-PCR-Produkte der LSnge von 
114 bp (pHCVwt), 107 bp (pHCV-7) und 122 bp (pHCV+8) ergeben. Die 
Standardplasmide wurden mit der Probe koamplif iziert und auf dem 
Gene Scan* koanalysiert und die Kopienzahl/ml ermittelt. Die 
Resultate der quantitativen Auswertung sind in Tabelle 3 zusammen- 
gefaflt. 
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•P^K^allo 5 ■ r 






UF-PCR 
Kopxen/ml 


PCR/Pri»erpaax 1 
Hybrid! sicMngs - 
aignal 


PCR/PriaerpAax 2 
Hybridisieruaga - 
signal 


HCV*sero*/# X 


1.3 X 10^ 




+ 


HCV-sero"/# 2 


3,8 X 10^ 


+ 


+ 


HCV-aero^/g 3 


1-6 X 10* 


+ 


+ 


HCV-serO"/g 4 


2.2 X 10* 


+ 


+ 


HCV-sero-/ft 5 


8,2 X 10* 


+ 


+ 


HCV-sero-/ft 6 


6,2 X 10' 


+ 




HCV-serO"/g 1 


9-4 X 10* 


+ ■ 


+ 


HCV-aero+/ft 8 


2,3 xlO^ 


+ 


. + 



Die minimale Belastung bei HCV-seronegativen, primarinfizierten 
Plasmaspendem wurde mit 2,2 x 10* Kopien/ml und die maxiinale mit 
1,6 X 10* Kopien/ml ermittelt. 

2.3. Qtiantifizierung von HBV DNA in Plasmaproben von Spendern 
diirch LIF-PCR und DTS-PCR 

Von HBV-seronegativen, gesunden Probanden und primar-infizierten, 
HBsAg-positiven, anti-HBsAg-seronegativen und HBsAg-positiven, 
anti-HBsAg-seropositiven Probanden wurde eine Plasmaspende genom- 
men. Plasmaproben der Spender wurden mittels LIF-PCR und DTS-PCR 
getestet. Die Probentestung mittels DTS-PCR erfolgte mit den Pri- 
roerpaaren HBVla/HBVlb (Primerpaar 1) und HBV4a/HBV4b (Primerpaar 
2) (Carman et al. 1989); Proben mit positiven Hybridisierungssi- 
^alen wurden mit der LIF-PCR weitergetestet . Fttr die Quantifizie- 
rung mittels LIF-PCR wurden die Primer HBV+1780B und HBV-1950B 
(Tab. 1.1.) verwendet, welche in den cDNA-Sequenzen des HBV-Genoms 
binden und durch RT-PCR von der Wildtyp-RNA ein 18.2 bp groBes PCR- 
Produkt ergeben. Als Standardplasmide wurden pHBVwt, pHBV-9 und 
pHBV+12 (Tab. 1.2.) eingesetzt, die RT-PCR-Produkte der LSnge von 
182 bp (pHBVwt), 173 bp (pHBV-9) und 194 bp (pHCV+12) ergeben. Die 
Standardplasmide wurden mit der Probe koamplif iziert und auf dem 
Gene Scan* koanalysiert und die Kopienzahl/ml ermittelt. Die 
Resultate der quantitativen Auswertung sind in Tabelle 4 zusam- 
mengefafit. 
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Probanden 


LIF-PCR 
Kopien/nl 


DXS-PCR 
PCR/Prinerpaar 1 
Hj^ridisierongs- 


Hybridisierungs- 
sigiuLl 


HBV-3ero-/HB3Aq positiv #1 


1,4 X 10* 


+ 


+ 


HBV-sero-/HBsAq positlv #2 


2.8 X 10* 


+ 


+ 


EBV-sero*/HBsAq positiv §3 


3,5 X 10* 


+ 


+ 


HBV-sero*/HBsAq positiv #4 


1,3 X 10* 


+ 




OTV-sero-/HBsAg positiv «5 


1,9 X 10* 


+ 


+ 


HBV-3ero-/HBsAg positiv #6 


2,3 X 10' 


+ 


+ 


HBV-serO't-/HBsAq positiv #7 


5,6 X 10* 







Die minimale Belastung bei HBV-seronegativen primSrinfizierten 
Plasmaspendern wurde mit 1,4 x 10® Kopien/ml und die maxlmale mit 
1,3 X 10® Kopien/ml ennittelt. 

Beispiel 3: 

3.1* Testen von Plasmapools verschledener Gr6Be auf HIV-1 RNA 

Plasmaproben von 10, 50, 100, 500, 1000 und 2000 HlV^seronega- 
tiven, p24 Antigen-negativen, gesunden Einzelspendem vmrden zu 
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einem Probenpool gemischt. Die einzelnen PoolgrOBen wurden mit je 
einer Plasmaprobe eines HlV-PrimSrinf izierten mit einer nach Bei- 
spiel 1 ennittelten hohen Belastung von 2,3 x 10^ Kopien/ml (Probe 
1), eines HlV-Primarinfizierten mit einer nach Beispiel 1 ermit- 
telten minimalen Belastung von 2,8 x 10 « Kopien/ml (Probe 2) und 
als Kontrolle mit einer definierten Prfiparation von HIV RNA mit 1 
X 10* Kopien/ml (Probe 3) und 1 x 10' Kopien/ml (Probe 4) ge- 
mischt. Fttr die jeweilige Poolgr6Be wurde mittels LIF-PCR die 
quantif izierbare virale Kopienzahl/ml ermittelt. Die Ergebnisse 
der PCR-Auswertung sind in Tabelle 5.1. zusammengefaflt. 



Ergebnis : 

Tabelle 5.1. zeigt, daB in einem Plasmapool aus 10, 50, 100 und 
500 Einzelspenden sowohl eine virale Kontamination mit einer 
primarinfizierten anti-HIV-seronegativen, p24-Antigen-positiven 
Einzelspende mit einer hohen (2,3 x 10^ Kopien/ml) als auch mit 
einer minimalen (3,8 x 10 » Kopien/ml) Belastung mittels PCR nach- 
gewiesen werden kann. Bei einem Probenpool von 1000 und 2000 Ein- 
zelspendem konnte eine Kontamination, verursacht durch eine hoch 
HIV-RNA belastete Spende, ebenfalls detektiert werden; hingegen 
konnte eine Kontamination mit einer minimal belasteten Spende in 
diesen Poolgrttflen nicht mehr detektiert werden. Bei einer HIV-RNA 
Belastung, verursacht durch eine Kontamination mit 1 x 10* Ko- 
pien/ml in der Einzelspende war eln Nachweis bis zur einer Pool- 
GrOBe von 10 Einzelspenden mOglich. Eine Detektion von viralen 
Genomsequenzen bei einer Kontamination von 1 x 10^ Kopien/ml in 
der Einzelspende war in keiner der getesteten PoolgrttBen mOglich. 
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Tabelle 5.1- Quantif izierung von HIV-RNA mittels LIF-PCR in 
verschiedenen PoolgroBen 



c 

M 

c 

« « 

G a 

M o 



V 

c 

^ c 

O N •v4| 

o C QAr^ 
o ol 



C 

u 
c 
« 

M 

o c 
Oi «o u 



ro 

c 



c 

c 
« 
cu 
m 



a 

« o 

•H O 



o - 



c 

M 
0 
•0 

H C 
O H 

o CU E 
S w CO 

•» N . 

< c a X 

o -W 0 

a lA u K h>* 



<H O 

a «H 



c 

M 
-0 

c 

a 
« 

0) 
H 
C 
-H 
Ci3 



1o 

^ f-t 

a o 
k: CM 



o 


o 




• 




CM 


X 


X 




0) 


ja CO 


i3 CD 


0 • 


o - 


! M CM 


ki CM 







CO o 
Jl X 

o 



■V o 

o 

Oi — 



wo 96/35437 PCT/AT96/00089 

- 38 - 

3.2. Erh6hung der SensitivitSt dtirch Probenkonzentrierung 

urn die Sensitivitat in den PoolgrOBen, bei denen keine HIV-RNA- 
Kopien nachgewiesen warden konnten zu steigern, warden fUr die 
PCR-Reaktion lOfach konzentrierte Proben der gepoolten Plasmen 
eingesetzt. Dazu wurde jeweils das lOfache Volumen des in Beispiel 
3 1 eingesetzten Probenvolumens der Proben 2, 3 und 4 der einzel- 

Plasmapools durch zentrifugation konzentriert, in Puffer mit 
1/10 des Ausgangsvolumens resuspendiert und far die PCR-Reaktion 
eingesetzt. Die Ergebnisse der PCR-Auswertung sind in Tabelle 5.2. 
zusammengefaBt: . 

Durch die lOfache Konzentrierung des Ausgangsprobenvolumens fUr 
die PCR konnte die Minimal-Belastung eines Pools von 2000 Einzel- 
spendem mit einer primar-HIV infizierten Spende (2,8 x 10» Ko- 
pien/ml) detektiert werden. Ebenfalls konnte die Sensitivitat des 
Nachweises bei Plasmapools von 50 und 100 Einzelspendem mit einer 
viralen Kontamination von 1 x 10^ Kopien/ml in einer Einzelspende 
gesteigert werden. Eine virale Kontamination mit 1 x 10' Kopien/ml 
in einer Einzelspende konnte lediglich in der kleinsten PoolgrttBe 
von 10 Einzelspendem nachgewiesen werden. 

m einem weiteren Versuch wurde, um den Nachweis von viralen Geno- 
men in der nachsthOheren PoolgrOBe zu verbessem, das lOOfache des 
in Beispiel 3.1. verwendeten Ausgangsvolumens der Proben 3 und 4 
konzentriert, in Puffer mit 1/100 des Ausgangsvolumens resuspen- 
diert und fUr die PCR eingesetzt. Die Ergebnisse der PCR- 
Auswertung sind in Tabelle 5.3. zusammengefaBt. 

• 

Durch die lOOfache Aufkonzentrierung der Plasmaprobe konnte in 
einem Plasmapool der GroBe 500, 1000 und 2000 Einzelspendem noch 
eine virale HIV-Genom-Belastung von 1 x 10^ Kopien/ml in einer 
Einzelspende nachgewiesen werden. 
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Beispiel 4: 

4.1. Testen von Plasmapools verschiedener Gr6Be auf HCV RNA 

Plasmaproben von 10, 50, 100, 500 und lOOOHCV-seronegativen, ge- 
sunden Einzelspendem wurden zu cinem Probenpool gemischt. Die 
einzelnen PoolgrOBen vmrden mit je einer Probe aus einer Plasma- 
spende eines HCV-PrimSrinfizierten mit einer nach Beispiel 1 er- 
mittelten hohen Belastung von 1,6 x 10 « Kopien/ml (Probe 1), eines 
Primarinfizierten mit einer nach Beispiel 1 ermittelten miniraalen 
Belastung von 2,2 x 10* Kopien/ml (Probe 2) xind als Kontrollen mit 
einer definierten PrSparation von HCV mit 1 x 10« Kopien/ml (Probe 
3) und 5 X 10* Kopien/ml (Probe 4) gemischt. Mittels PCR wurde die 
in der jeweiligen Poolgr56e quantifizierbare Kopienzahl/ml ermit- 
telt. Die Ergebnisse der PCR-Auswertung sind in Tabelle 6.1. zu- 
saramengefaBt . 



Ergebnls : 

Tabelle 6.1. zeigt, daB in einem Plasma-Pool bestehend aus 10, 50, 
100, 500 und 1000 Einzelspenden eine virale Kontamination mit 
einer primarinfizierten Spende mit einer hohen Belastung von 1,6 x 
10* Kopien/ml nachgewiesen werden kann. Bei den PoolgrOBen von 
100, 500 und 1000 Einzelspendem konnte HCV-RNA, verursacht durch 
eine einzelne, minimal belastete Spende (2,2 x 10* Kopien/ml), 
nicht mehr nachgewiesen werden. Eine Detektion von HCV-Genomaqui- 
valenten ist bei einer Belastung von 2,2 x 10* Kopien/ml in einer 
Einzelspende bis zu einer PoolgrttBe von 10 und 50 Spendem 
mfiglich. Viralen Genomaqui-valentbelastungen mit geringerer HCV- 
Kopienzahl von etwa 1 x 10^ bzw. 5 x 10* Kopien/ml in einer 
Einzelspende konnten in keiner der getesteten PoolgrtiSen 
detektiert werden. 
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Tabelle 6.1- Quantif izierung von HCV-RNA mittels LIF-PCR in ver- 
schiedenen PoolgroBen 
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4.2. Erhfihung der SensitivitSt durch Probenkonzentrierung 

Um die Sensitivitat in den PoolgrfiSen, bei denen keine HCV-RNA- 
Kopien nachgewiesen werden konnten zu steigem, vmrden fiir die 
PCR-Reaktion lOfach konzentrierte Proben der gepoolten Plasmen 
eingesetzt. Dazu wurde jeweils das lOfache Volumen des in Beispiel 
4.1. eingesetzten Probenvolumens der Proben 2, 3 und 4 der einzel- 
nen Plasmapools durch Zentrifugation konzentriert, in Puffer mit 
1/10 des Ausgangsvolumens resuspendiert und fiir die PCR-Reaktion 
eingesetzt. Die Ergebnisse der PCR-Auswertung sind in Tabelle 6.2. 
zusammengef afit . 

Durch die lOfache Konzentrierung des Ausgangsprobenvolumens fUr 
die PGR konnte die Miniraal-Belastung eines Pools von 10, 50, und 
500 Einzelspendem mit einer primSr-HCV infizierten Spende (2,2 x 
10* Kopien/ml) detektiert werden. Ebenfalls konnte die Sensitivi- 
tat des Nachweises einer viralen Kontamination mit 1 x 10' bzw. 5 
z 10* KopieA/ml in einer Einzelspende bei Plasmapools von 10 
Einzelspendem erhfiht werden. 

In einem weiteren Versuch wurde, um den Nachweis von viralen 
Genomen in der nachsthSheren PoolgrOBe zu steigem, das lOOfache 
des in Beispiel 4.1. verwendeten Ausgangsvolumens von Probe 3 und 
4 konzentriert, in Puffer mit 1/100 des Ausgangsvolumens 
resuspendiert und ftir die PGR eingesetzt. Die Ergebnisse der PCR- 
Auswertung sind in Tabelle 6.3. zusammengef aBt . 

Durch die lOOfache Aufkonzentrierung der Plasmaprobe konnte in 
einem Plasmapool der GrOBe von 100 Einzelspendem noch eine virale 
HGV-Genom-Belastung mit 1 x 10^ und 5 x 10^ Kopien/ml in einer 
Einzelspende nachgewiesen werden. 
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Tabelle 6.2. Quantif izierung von HCV-RNA mittels LIF-PCR in ver- 
schiedenen PoolgroOen nach lOfacher Konzentrierung 



Probe 


Flasmapool von 
10 

Elnzelispendem 
Kopien/BJ. 


Flasmapool von 
50 

Elnzelflpendem 
Kopien/gl 


Plasn^>ool von 
100 

Einxelapendern 
Kopien/al 


Flastoapool von 
500 

Einxelapendern 
Kopien/ml 
4,0 X 10^ 


Probe 2 
(2.2 xlO*) 


2,0 X 10' . 


4,1 x lO-" 


2,1 X lo' 




Probe 3 
(1 X 10^ 


9,5 X 10^ 


n»d: ' 


n*d. 


n.d. 


Probe 4 
(5 X 10^) 


4,8 xlO-^ 


n.d. 


n.d. 


n*d. 



Tabelle 6.3. Quantif izicrung von HCV-RNA mittels X.IF-PCR in ver- 
schiedenen PoolgroBen nach lOOfacher Konzenl^ierung 



Frobe 



Flasxoapool von 
100 

Einxelapendern 
Ropien/ml 
9,5 X 10' 



Flasmapool von 
500 

Einxel spendem 
Eopien/ml 




Flasmapool von 
1000 

Einxelapendern 
Kopien/gJ^ 



Flasmapool von 
2000 

Eiuzel spendern 
Eopien/ml 
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Beispiel 5: 

5.1- Testen von Plasmapools verschiedener GrSBe auf HBV DNA 

Plasmaproben von 10, 50, 100, 500, 1000 und 2000 HBV-seronegati- 
ven, sesunden Einzelspendern wurden zu einem Probenpool gemischt. 
Der Pool %mrde mit je eincr Probe aus einer Plasmaspende eines 
HBV-Primarinf izierten mlt einer nach Beispiel 1 ermittelten hohen 
Belastung von 1,3 x 10" Kopien/ml (Probe 1), eines PrimSrinfizier- 
ten mlt einer nach Beispiel 1 ermittelten minimalen Belastung von 
1,4 X 10* Kopien/ml (Probe 2) und als Kontrolle mit einer defi- 
nierten PrSparation von HBV mit 5 x 10^ Kopien/ml (Probe 3) und 
1 X 10^ Kopien/ml (Probe 4) gemischt. Mittels PGR wurde die in der 
Jeweiligen PoolgrfJBe quantifizierbare Kopienzahl/ml bestimmt- Die 
Ergebnisse der PCR-Auswertung sind in Tabelle 7.1. zusammengefaBt. 

Tabelle 7.1. zeigt, daB in einem Plasma-Probenpool aus 10, 50, 
100, 500, 1000 und 2000 Einzelspenden eine virale Kontamination 
mit einer HBV-primarinfizierten Spende mit einer hohen Genom-Be- 
lastung nachgewiesen warden kann. Bei den PoolgriJBen von 500, 1000 
und 2000 Einzelspendern konnte HBV-DNA, verursacht durch eine ein- 
zelne, minimal belastete Spende (1,4 x 10* Kopien/ml) nicht mehr 
nachgewiesen werden. Eine Detektion von HBV-Genomaquivalenten mit 
einer Belastung von 5 x 10» Kopien/ml in einer Einzelspende war 
lediglich in den PoolgrfiSen von 10 und 50 Spendern und mit einer 
Belastung von 1 x 10^ Kopien/ml in einer Einzelspende bis zur 
einer GrtSBe von 10 Spendern mSglich. 
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Tabelle y.l.Quantiflzlerung von HBV-DNA mittels LIF-PCR in ver- 
schiedenen PoolgrSBen 
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5,2. Erhohung der SensitivitSt durch Probenkonzentrieining 

Um die Sensitive tat in den Poolgr5Ben, bei denen keine HBV-DNA- 
Kopien nachgewiesen werden konnten zu steigern, vmrden fur die 
PCR-Reaktion lOfach konzentrierte Proben der gepoolten Plasmen 
eingesetzt. Dazu wurde jeweils das lOfache Volumen des in Beispiel 
5.1. eingesetzt en Probenvolumens der Probe 2, 3 und 4 der einzel- 
nen Plasmapools durch Zentrifugation konzentriert, in Puffer mit 
1/10 des Ausgangsvolumens resuspendiert und fUr die PCR-Reaktion 
eingesetzt. Die Ergebnisse der PCR-Auswertung sind in Tabelle 7.2. 
zusanunengef aBt • 

Durch die lOfache Konzentrierung des Ausgangsprobenvolumens ftir 
die PGR konnte die Minimal-Belastung eines Pools von 500 Einzel- 
spendem mit einer primSr-HEV infizierten Spende mit 1,4 x 10^ Ko- 
pien/ml detektiert werden. Ebenfalls konnte die Sensitivitat des 
Nachweises einer viralen Kontamination einer Einzelspende von 5 x 
10^ Kopien/ml bei Plasmapools von 100 und 500, und mit einer 
Kontamination einer Einspende von 1 x 10^ Kopien/ml bei einer 
PoolgrdBe von 50 und 100 Einzelspendem erhGht werden. 

In einem weiteren Versuch wurde, urn den Nachweis von viralen Geno- 
men in der nachsthGheren PoolgrGBe zu steigem, das lOOfache des 
in Beispiel 5.1. verwendeten Ausgangsvolumens von Probe 3 und 4 
konzentriert, in Puffer mit 1/100 des Ausgangsvolumens 
resuspendiert und fUr die PGR eingesetzt (Tabelle 7.3.). 

Ergebnis : 

Durch die lOOfache Aufkonzentrierung der Plasmaprobe konnte in 
einem Plasmapool der GrOBe von 500 und 1000 Einzelspendem noch 
eine virale HIV-Genom-Belastung einer Einzelspende von 1 x 10^ 
Kopien/ml nachgewiesen werden. 
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Beispiel 6: 

Testen von Plasmapools verschiedener Gr6Be auf HIV und HCV RNA 

Plasraaproben von 10, 50, 100, 500, 1000 md 2000 HIV-und HCV sero- 
negativen, gesunden Einzelspendem wurden zu einero Plasma-Proben- 
pool gemischt. Die jeweillge PoolgrOBe wurde mlt je einer Probe 
aus einer Plasmaspende eines HlV-PrimSrinfizierten und eines HCV- 
Primarinfizierten mit einer nach Beispiel 2.1 und 2.2. ermittelten 
hohen Belastung von HIV mit 2,3 x 10^ Kopien/ml und von HCV mit 
1,6 X 10* Kopien/ml (Probe 1), mit einer nach Beispiel 2.1. und 
2.2. ermittelten minimalen Belastung von HIV mit 2,8.x 10* 
Kopien/ml und von HCV mit 2,2 x 10* Kopien/ml (Probe 2) und als 
Kontrolle mit einer definierten PrSparation von HIV mit 1 x 10* 
Kopien/ml und HCV mit 1 x 10^ Kopien/ml ( Probe 3) und einer PrSpa- 
ration von HIV mit 1 x 10' Kopien/ml und HCV mit 2 x 10* Kopien/ml 
(Probe 4) gemischt. Die Jeweilige PoolgrCflen wurde mittels LIF-PCR 
unter Verwendung der fiir HIV bzw. HCV spezifischen Primem auf die 
Anwesenheit von HIV bzw. HCV spezif ischer NukleinsSure getestet. 
HIV- und HCV-spezifische Genomsequenzen konnten bei einer Kontami- 
nation mit einer Maximalbelastung von 2,3 x 10' HIV-Kopien/ml und 
1,6 X 10* HCV Kopien/ml durch eine Einzelspende bis zu einer Pool- 
gr66e von 1000 Einzelspendem nachgewiesen werden. HIV-GenomSqui- 
valente wurden bei einer Kontamination mit einer gering belasteten 
Spende noch in einer Poolgr66e von 500 Einzelspenden gefunden wer- 
den, wogegen HCV-Genomaquivalente nur in einem Pool von 50 Einzel- 
spendem gefunden werden konnte. Die Sensitivitat fttr den Nachweis 
von HCV Genomsequenzen liegt damit in den getesten Pools um eine 
log-Stufe unterhalb der fiir HIV-Genomsequenzen. 

7. Nachweis des neutralisierenden Effekts einer HAV-lmmunisierten 
Spende auf die HAV Virusbelastung in einem Pool 

Das neutralisierende Potential einer Plasmaspende eines HAV-imrau- 
nisierten Spenders kann durch in vitro Neutralisationstests ge- 
zeigt werden. 

Zum Nachweis des neutralisierenden Effektes von HAV-Antik6rpern 
auf im Plasma vorhandene Hepatitis A-Viren wurde ein Plasmapool 
von 100 prSimmunisierten HAV-Spendern mit einer protektiven 
Immunitat getestet und der Pool mit HAV (Titer von 10^''* 
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TCID^o/ml) gemischt. Nach einer Isttindigen Inkubation bei 37 'C 
wurde der HAV-Titer bestimmt. Durch die im Plasmapool vorhandenen 
HAV-Antikftrper konnte die HAV-InfektiOsitat um a 4.6 log-Stufen 
reduziert werden. Dadurch wird gezeigt, daB durch im Plasma von 
inmunisierten Spendem vorhandene protektivc Antikttrper die 
Virusbelastung in einem grttfieren Plasmapool neutralisiert werden 
kann. 
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Pa-tentansprtiche : 



1. Arzneimlttel enthaltend ein oder mehrere Plasmaderivate als 
Wirksubstanz bder Hilfsstoff , daduroh gekennzeichnet, daB das 
Ausgangsmaterial oder die bei der Herstellung der Plasmaderivate 
anfallenden Zwisohenprodukte keine oder eine einen definierten 
Grenzwert liicht tiberschreitende Virusbelastung an einem oder 
mehreren vermehrungsfShigen haematogenen Viren aufweist, 

wobei die nicht vorhandene Virusbelastung fOr bestimmte 
vermehrungsfahige haematogene Viren durch einen tJberschuB von 
virusneutralisierenden Antikfirpem im Ausgangsmaterial oder 
Zwischenprodukt oder durch eine protektive immunitat beiin 
Plasmaspender zum Zeitpunkt der Plasmaspende festgestellt 
wird, 

anderenfalls die Bestimmung der Genomflquivalente der 
jeweiligen interessierenden Viren im Ausgangsmaterial oder im 
Zwischenprodukt durch ein quantifizierbares, kontrolliertes 
und nicht-inhibiertes Verfahren zum Naohweis bzw. zur 
Bestimmung von Nukleinstturen erfolgt, 

das solcherart qualitatsgesicherte Ausgangsmaterial bzw. Zwischen- 
produkt zur Herstellung des fertigen Plasmaderivats mindestens 
noch einem wesentlichen Virusabreicherungs- bzw. Virusinaktivie- 
rungsschritt unterzogen wird, und das qualitatsgesicherte fertige 
Plasraaderivat mit an sich bekannten Methoden zu einem Arzneimlttel 
aufgearbeitet ist. 

2. Arzneimlttel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB fUr 
mindestens zwei Viren keine Virusbelastung besteht bzw. der 
definierte Grenzwert der Virusbelastung nicht Uberschritten wird, 
vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe HIV, HAV, HBV, und HCV, 
insbesondere HIV und HCV. 

3. Arzneimlttel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB der definierte Grenzwert der nicht zu Uberschreitenden Virus- 
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belastung des Ausgangsmaterials bzw. Zwischenprodukts an vermeh- 
rungsfahigen haematogenen Viren auf maximal 500 GenomSquivalente, 
insbesondere maximal 200 Genoraaquivalente, bevorzugt 100 Genom- 
aquivalente, besonders bevorzugt 50 Genomaquivalente, pro ml 
Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt limitiert ist. 

4. Arzneimltrtel nach einem der AnsprUche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Virusinaktivierung bzw. Virusabreicherung 
mittels mindestens eines Verfahrens mit einem Reduktionsfaktor von 
mindestens 4 bei der Herstellung des Arzneimittels aus dem 
qualitatsgesicherten Ausgangsmaterial bzw. qualitatsgesicherten 
Zwischenprodukts, vorgenommen wird. 

5. Qualitatsgesichertes Ausgangsmaterial ftir ein Arzneimittel 
nach einem der AnsprUche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es 
ein qualitatsgesicherter Plasmapool ist, der gegebenenfalls durch 
Vermischen von qualitatsgesicherten Minipools, die vorzugsweise 
aus etwa 200 Einzelspenden bestehen, zu einem qualitatsgesicherten 
Makropool, der vorzugsweise aus etwa 2000 Einzelspenden besteht, 
hergestellt ist- 

6. Qualitatsgesichertes Ausgangsmaterial nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB ein qualitatsgesicherter Makropool durch 
Vermischen mit einer Anzahl weiterer qualitatsgesicherter 
Makropools zu einem qualitatsgesicherten Multimakropool bis zu 
200.000 Einzelspenden vereinigt worden ist. 

7. Qualitatsgesichertes Ausgangsmaterial nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB qualitatsgesicherte Minipools durch 
Vermischen von qualitatsgesicherten Smallpools, die aus zwei bis 
etwa 20 Einzelspenden bestehen, gewonnen werden. 

8. Qualitatsgesichertes Ausgangsmaterial fUr ein Arzneimittel 
nach einem der AnsprUche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
nicht vorhandene bzw. die einen definierten Grenzwert nicht 
Oberschreitende Virusbelastung durch 

die Bestimmung der Genomaquivalente sSmtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV, HCV, Parvovirus und HAV, 
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die Bestimmung der Genomaquivalente sSmtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV, HCV und Parvovirus, sowie die Feststellung 
eines Oberschusses von HAV-Antik5rpem, 

die Bestimmung der GenomSquivalente sSmtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Oberschusses von HAV- \md Parvovirus-Ant:ik5rpem, 

die Bestimmung der Genomaquivalente s&ntlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Oberschusses von HAV-AntikOrpem, 

die Bestimmung der Genomaquivalente s&ntlicber Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, sowie die Feststell\ing eines 
Oberschusses von Parvovirus-AntikSrpem, 

die Bestimmung der Genomaquivalente sfimtlicher Viren der 
Gruppe HIV, HBV und HCV, 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV und HCV, oder 

die Bestimmung der Genomaquivalente samtlicher Viren der 
Gruppe HIV und HCV, sowie die Feststellung eines 
Oberschusses von HBV-Antikbrpem, 



9. Arzneimittel, die durch Formulierung aus zwei oder mehreren 
fertigen Plasmaderivaten gemaB Anspruch 1 hergestellt sind. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels enthaltend ein 
Oder mehrere Plasmaderivate aus einem qualitatsgesicherten 
Ausgangsmaterial bzw. aus einem bei der Herstellung der 
Plasmaderivate anfallenden qualitatsgesicherten Zwischenprodukt , 
wobei das qualitatsgesicherte Ausgangsmaterial bzw. Zwischen- 
produkt keine oder eine einen def inierten Grenzwert nicht uber- 
schreitende Virusbelastung an einem oder mehreren vermehrungs- 
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fShigen haematogenen Vlren aufweist, dadurch gekennzeichet, daB 
der definierte Grenzwert im Falle der Bestimmung der GenomSquiva- 
lente des jeweiligen Virus durch ein quantif izierbares, 
kontrolllertes und nicht-inhibiertes Verfahren zum Nachweis bzw. 
zur Bestimmung von WukleinsSuren ausgewShlt ist nach einem oder 
mehrereh der folgenden Kriterien: 

_ Nachweisgrenze (des) der NukleinsSure-Amplifizierungsverfah- 
ren(s) von mindestens 10.000 Kopien ausgewShlten Nuklein- 
s^ureseguenzen ; 

- bestimmte Anzahl an Genomaquivalenten, insbesondere eine An- 
zahl unter 500 Genomaquivalenten, vorzugsweise unter 200 Geno- 
maquivalenten, noch bevorzugter unter 100 Genomaquivalenten, 
besonders bevorzugt unter 50 Genomaquivalenten, pro ml 
Ausgangsmaterial bzw. Zwisohenprodukt ; 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB mehr 
als ein Nachweis- bzw. Bestimmungssystem fiir Nukleinsauren 
eingesetzt wird, wobei die Nachweis- bzw. Bestimmungssysteme 
vorzugsweise derart ausgewShlt sind, daB das eine System falsch 
positive und ein anderes falsish negative Resultate ausschlieBt. 

12. verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB minde- 
stens zwei unterschiedliche PCR-Methoden eingesetzt werden, wobei 
mindestens eine Methode zum Screening und mindestens eine Methode 
zur Bestatigung dient. 

13. Verfahren nach einem der AnsprUche 10 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Ausgangsmaterial bzw. das Zwischenprodukt bzw. 
die darin enthaltenen Genomaquivalente konzentriert werden, 
vorzugsweise durch Lyophilisation, Adsorption oder Zentrifugation. 

14. verfahren nach einem der AnsprUche 10 bis 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB gegebenenfalls vorhandene Inhibitoren der Amplifika- 
tion im Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt entfernt oder 
abgereichert werden. 



15. verfahren nach einem der AnsprUche 10 bis 14, dadurch gekenn- 
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zeichnet, daB far inehrere Viren spezifische Primer-Paare bei der 
Amplifikation eingesetzt warden, so daB die Anwesenheit mehrerer 
verschiedener Viren gleichzeitig untersucht werden kann. 

16. Verfahren nach einem der AnsprUche 10 bis 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Primer-Paare so ausgewahlt werden, daB sie fUr 
konservier1:e Genomsequenzen der einzelnen zu untersuchenden 
haematogenen Viren kodieren,- und ihre Eignung an entsprechenden 
Proben eines reprftsentativen Probequerschnitts der zu 
untersuchenden VireA festgelegt wird. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur Kontrolle des Verfahrens zura Nachweis bzw. zur 
Bestimmung von NukleinsSuren in einer Probe vor oder wShrend der 
DurchfOhrung des Verfahrens ein oder mehrere interne Standards 
bzw. Referenzpraparationen der Probe zugesetzt werden, wobei die 
Standards zugleich mit gegebenenfalls vorhandenen viralen Genomen 
Oder Genomsequenzen in ein und demselben TestgefSB bestimmt bzw. 
nachgewiesen werden. 

18. Verfahren zur Herstellung eines Plasmapools als qualitatsge- 
sichertes Ausgangsmaterial mit einer gesicherten limitierten 
Belastung an einem oder mehreren vermehrungsfShigen haematogenen 
Viren aus zwei oder mehr Einzelspenden, gekennzeichnet durch die 
folgenden Schritte fUr die Bestimmung der GenomSquivalente : 

Entnehmen von Proben aus n Einzelspenden, 

Vereinigen der Einzelspenden-Proben zu m Probenpools und 

- Detektieren der in diesen Probenpools vorhandenen Menge an vi- 
ralen Genomen oder Genomsequenzen mittels eines quantif izier- 
baren, kontrollierten. und nicht-inhibierten Verfahrens zum 
Nachweis bzw. zur Bestimmung von NukleinsSuren, 

wonach diejenigen Einzelspenden (ng), von denen die detektierte 
Menge an viralen Genomen oder Genomsequenzen in dem Probenpool 
unter einem bestimmten Grenzwert liegt, zu einem qualitatsge- 
sicherten Plasmapool vereinigt werden und diejenigen Einzelspenden 
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(n ) von denen die detektierte Menge an viralen Genomen oder 
Genomsequenzen in dem Probenpool grGBer Oder gleich dem Grenzwerl: 
ist, einer Weiterbehandlung zugefiihrt oder ausgeschieden werden 
und wobei n und m positive ganze Zahlen sind. 

19. Verfahren naoh Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 

- daB zur weiterbehandlung der ausgeschiedenen Einzelspenden 
emeut Proben entnommen werden und diese Einzelspenden-Proben 
zu Probenpools vereinigt werden, wobei n^ und positive 
ganze Zahlen sind, > 2 ist, und das VerhSltnis m^in^ 
grOBer ist als das VerhSltnis m:n, und 

- in diesen Probenpools emeut die Menge an viralen Genomen oder 
Genomsequenzen mittels eines quantifizierbaren, kontrollierten 
und nicht-inhibierten Verfahrens zum Nachweis bzw. Bestimmung 
von NukleinsSuren detektiert wird, 

wonach diejenigen Einzelspenden, von denen die detektierte Menge 
an viralen Genomen oder Genomsequenzen in dem Probenpool unter 
einem bestimmten Grenzwert liegt, zu einem qualitatsgesicherten 
Plasmapool vereinigt werden und diejenigen Einzelspenden, von 
denen die detektierte Menge an viralen Genomen oder Genomsequenzen 
grttBer oder gleich dem Grenzwert ist, einer Weiterbehandlung 
zugefUhrt oder ausgeschieden werden und das Verfahren solange 
wiederholt wird, bis die Anzahl der Einzelspenden, welche 
weiterzubehandeln oder auszuscheiden sind, eine festgelegte Zahl 
erreicht oder unterschritten hat. 

20. verfahren nach Anspruch 18 oder 19,. dadurch gekennzeichnet, 
daB n gleich 2 bis 200.000, vorzugsweise 20 bis 20.000, besonders 
bevorzugt 200 bis 2000, insbesondere 200, m zwischen 1 und 
100.000, vorzugsweise zwischen 2 und 1000, und die festgelegte 
zahl an schlieBlich auszuscheidenden Einzelspenden gemSB Anspruch 
11 100, vorzugsweise 10, besonders bevorzugt 1, ist. 

21. verfahren nach einem der Ansprtiche 18 bis 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die zu einem qualitatsgesicherten Plasmapool 
vereinigten Einzelspenden mit weiteren qualitatsgesicherten 
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Plasroapools verelnigt werden, so daB ein qualitatsgesicherter 
Minipool, Makropool oder Multimakropool zur Verftigung gestellt 
wird. 

22. Verfahrcn nach einem der Anspriiche 18 bis 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Probenpools zusfttzlich zum Nachweis bzw. zur 
Bestimmung von NukleinsSuren auf virusneutralisierende AntikOrper 
gegen die zu untersuchenden Viren getestet werden und diejenigen 
Einzelspenden, von denen im Probenpool keine virusneularalisieren- 
den Antik6rper gegen entsprechende Viren nachweisbar sind, einer 
Weiterbehandlung zugeftthrt oder ausgeschieden werden. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB zur 
weiterbehandlung die Einzelspenden analog zu Anspruch 19 emeut in 
kleineren Untergruppen analysiert werden. 

24. Qualitatsgesichertes Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt, 
erhaitlich nach einem Verfahren gemSB einem der Anspruche 10 bis 
23. 

25. Qualitatsgesicherter Plasmapool, erhaitlich nach einem 
Verfahren gemaB einem der Anspriiche 18 bis 23. 

26. Qualitatsgesichertes fertiges Plasmaderivat, erhaitlich aus 
einem qualitatsgesicherten Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt 
gemaB Anspruch 24 durch einen wesentlichen Virusabreicherungs- 
bzw. Virusinaktivierungsschritt, wobei das Plasmaderivat vorzugs- 
weise nochmals auf virale Genomaquivalenten bzw. virusneutralisie- 
rende Antikttrper untersucht worden ist. 

27. Arzneimittel, erhaitlich aus einem qualitatsgesicherten 
fertigen Plasmaderivat aus menschlichem Plasma durch pharmazeu- 
tische Formulierungsschritte. 

28. Verfahren zur Herstellung von Arzneimitteln enthaltend ein 
Oder mehrere Plasmaderivate, die frei von verschiedenen 
vermehrungsfahigen haematogenen Viren sind, gekennzeichnet durch 
die folgenden Verf ahrensschritte: 
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Bereitstellen eines Ausgangsmaterials oder eines bei der 
Herstellung der Plasmaderivate anfallenden Zwischenprodukts, 



Qualltatsslchem des Ausgangsmaterials Oder Zwischenprodukts 
durch Nachweis der nicht vorhandenen bzw. elner einen 
bestlmmten Grenzwert nicht dberschreitenden Virusbelastung an 
vermehrungsfShigen haematogenen Viren, wobei 

die nicht vorhandene Virusbelastung f ilr bestimmte 
vermehrungsfahige hiaematogene Viren durch einen OberschuB 
von virusneutralisierenden AntikOrpem im Ausgangsmate- 
rial Oder Zwischenprodukt oder durch eine protektive 
Immunitat beira Plasmaspender zum Zeitpunkt der 
Plasmaspende festgestellt wird, 

anderenf alls die Bestimmung der GenomSquivalente der 
jeweiligen interessierenden Viren im Ausgangsmaterial 
Oder Zwischenprodukt erfolgt, 

Unterziehen des solcherart qualitatsgesicherteu Ausgangsmate- 
rials Oder Zwischenprodukts bis zu seiner Fertigstellung 
mindestens nocheinem wesentlichen Virusabreicherungs- bzw. 
Virusinaktivierungsschritt und 

Aufarbeiten des erhaltenen qualit^tsgesicherten fertigen 
Plasmaderivats mit an sich bekannten Methoden zu einem 
Arzneiraittel . 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Qualitatssicherung jedes Zwischenproduktes, welches einem 
wesentlichen virusabreicherungs- bzw. Virusinaktivierungsschritt 
unterzogen werden soil, durchgefiihrt wird. 

30. Qualitatsgesichertes Ausgangsmaterial bzw. Zwischenprodukt, 
erhaitlich durch Vermischung von qualitatsgesicherten 
Ausgangsmaterialien bzw. Zwischenprodukten fur ein Arzneiraittel 



abgeleitet von menschlichem Plasma, 
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nach einem der Ansprtiche 1 bis 4 vor ihrer weiteren Verarbeitung 
zu elnem quail tStsgesicherten Ausgangsmaterial bzw. 
gualit£itsgeslcherten Zwischenproduktpool • 

31. Arzneimittel nach Axispruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Virusinaktivierung bzw. Virusabreicherung mittels eines 
proteinschonenden Verfahrens rait einem Reduktionsfaktor von max. 4 
vorgenommen wird, urn die gegebenenfalls vorhandenen vermehrungs- 
fahigen haeraatogenen Viren zu inaktivieren bzw. zu eliminieren. 

32. Arzneimittel nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet , dafi 
eine einzige Virusinaktivierung bzw. Virusabreicherung ausreicht, 
urn die gegebenenfalls vorhandenen vermehrungsfShigen haematogenen 
Viren zu inaktivieren bzw. zu eliminieren. 
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